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Uvod: V različnih panogah je treba v okviru dobre higienske prakse delovne površine in 
pripomočke ustrezno čistiti in še dodatno razkuževati. S čiščenjem odstranimo s površin 
vidne nečistoče organskega in anorganskega izvora. Z razkuževanjem pa odstranimo 
večino ali vse prisotne mikroorganizme s površin, z izjemo spor. Nekatera razkužila 
vsebujejo spojine, ki lahko škodljivo vplivajo na zdravje ljudi in na okolje. Vse pogosteje 
zato posegamo po alternativnih proizvodih, kamor uvrščamo tudi kis. Kis nastane s 
fermentacijo alkohola in alkoholnih pijač. V kisu prevladuje monokarboksilna ocetna 
kislina, prisotne pa so tudi druge snovi, kar je odvisno od vrste fermentacije. Da je 
protimikrobno sredstvo učinkovito, mora po definiciji znižati število mikroorganizmov na 
vsaj 5 log10 v 5 do 10 minutah oziroma vsaj 3 log10 v 30 sekundah. Namen dela: Preveriti 
zaviralni učinek komercialno dostopnih kisov in ocetne kisline na različnih po Gramu 
pozitivnih in negativnih bakterijah ter glivah. Metode: Pri preučevanju delovanja kisov in 
ocetne kisline na standardnih bakterijskih in glivnih sevih smo uporabili difuzijsko metodo 
z diski, razredčevalno metodo, vpliv kisov na časovno krivuljo odmiranja 
mikroorganizmov v suspenziji (suspenzijski test), površinski test z delovanjem kisov na 
mikroorganizme na površinah in postopek spiranja kisov po delovanju na mikroorganizme 
z membransko filtracijo. Rezultati: Kisi in ocetna kislina so bili najučinkovitejši proti sevu 
Microccocus luteus. Najbolj odporni pa so bili sevi Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus in Bacillus cereus. Povprečno pri vseh metodah je bil najučinkovitejši 9 % 
alkoholni kis, medtem ko je bila 1 % ocetna kislina najmanj učinkovita. Razprava in 
zaključek: Uporabljeni testni mikroorganizmi so bili različno občutljivi za delovanje kisov 
in ocetne kisline. Pri skoraj vseh metodah in proti uporabljenim testnim mikroorganizmom 
so kisi in ocetna kislina delovali bakteriostatično, redko baktericidno. V večini primerov je 
bil boljši protimikrobni učinek pogojen z višjo deklarirano stopnjo kislosti kisa. 







Introduction: In different branches, good hygiene practices require proper cleaning and 
additional disinfection of work surfaces and devices. Cleaning removes visible organic and 
inorganic impurities from surfaces, while disinfection removes most or all microorganisms 
present on the surfaces, except spores. Certain disinfectants contain compounds that can be 
harmful to human health and the environment. Therefore, alternative products such as 
vinegar are increasingly being used. Vinegar is produced by the fermentation of alcohol 
and alcoholic beverages. The main ingredient of vinegar is monocarboxyl acetic acid, but 
other substances are also present, depending on the type of fermentation. According to 
definition, an antimicrobial agent is considered effective if it reduces the microbial count 
by at least 5 log10 in 5 to 10 minutes or by at least 3 log10 in 30 seconds. Purpose of the 
work: To investigate the inhibitory effect exerted by commercially available vinegars and 
acetic acid on different Gram positive and negative bacteria, and fungi. Methods: In order 
to study the effect of vinegars and acetic acid on standard bacterial and fungal strains, the 
following methods were used: disk diffusion assay, dilution method, effect of vinegars on 
die-off time curve for microorganisms in suspension (suspension assay), surface assay with 
vinegar action on microorganisms on surfaces, and rinsing of vinegars (membrane 
filtration) after their action on microorganisms. Results: Vinegars and acetic acid were the 
most effective against Microccocus luteus. The most resistant were Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. On average across all methods, 9% alcohol 
vinegar was the most effective, and 1% acetic acid was the least effective. Discussion and 
conclusion: The test microorganisms used demonstrated varying susceptibility to vinegars 
and acetic acid. In almost all methods and against the test microorganisms used, vinegars 
and acetic acid showed bacteriostatic, and only rarely bactericidal action. In most cases, 
antimicrobial effect depended on the vinegar’s nominal acidity level. 
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A. niger glive, vrste Aspergillus niger 
ATCC oznaka seva iz zbirke mikroorganizmov American Type Culture 
Collection 
B. cereus bakterije, vrste Bacillus cereus 
B. subtilis bakterije, vrste Bacillus subtilis 
BHI gojišče brain heart infusion 
C. albicans kvasovke, vrste Candida albicans 
CCM oznaka seva iz zbirke mikroorganizmov Chech Culture Collection of 
Microorganisms                                 
C. freundii bakterije, vrste Citobacter freundii 
E. aerogenes bakterije, vrste Enterobacter aerogenes  
E. coli bakterije, vrste Escherichia coli 
EPA United States Environmental Protection Agency 
IMI izolat z Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Ljubljana 
K. pneumoniae bakterije, vrste Klebsiella pneumoniae 
M. luteus bakterije, vrste Micrococcus luteus 
MBC minimalna baktericidna koncentracija 
MH gojišče Mueller-Hinton 
MIC minimalna inhibicijska koncentracija 







P. mirabilis bakterije, vrste Proteus mirabilis 
PBS (phosphate-buffere saline) slani fosfatni pufer 
S. pyogenes bakterije, vrste Streptococcus pyogenes, 
S. aureus bakterije, vrste Staphylococcus aureus 







1 UVOD  
V sredstvih za razkuževanje površin so prisotne zdravju škodljive kemikalije. Mnoge med 
njimi povezujejo z akutnimi in kroničnimi bolezenskimi stanji (Bondi, 2011). Nevarne 
kemikalije so lahko pomemben povzročitelj bolezni in zapletov pri otrocih in odraslih, kot 
so astma, rak v otroštvu, nevrološke motnje in duševna zaostalost (Woodruff et al., 2004).  
Čistilna sredstva in razkužila se po uporabi odvajajo z odpadno vodo v čistilne naprave ter 
se nato prenesejo v okolje v površinske vode ali z odloženim aktivnim blatom na druge 
površine v okolju (Ying, 2006).  
Če zmanjšamo izpostavljenost ljudi strupenim kemikalijam, lahko pri njih preprečimo 
obolenja, izboljšamo kakovost njihovega življenja, zmanjšamo stroške zdravljenja in 
povečamo produktivnost (Landrigan, Goldman, 2011). Priporočila za zmanjšanje vplivov 
nevarnih snovi na zdravje ljudi navajajo tudi uporabo varnejših alternativnih proizvodov 
pri čiščenju in razkuževanju delovnih površin (Steinemann, 2004).  
Današnja družba si prizadeva biti okolju prijaznejša, zato ljudje pogosteje posegajo po 
proizvodih, ki so deklarirani kot »zeleni« ali »naravni« (EPA, 1991 cit. po Zekert, 2009). 
Protimikrobna učinkovitost alternativnih proizvodov je bolj kot z znanstvenimi dokazi 
potrjena s prakso (Bauer et al., 1995). Eden izmed alternativnih proizvodov za 
razkuževanje površin je kis. Kis nastane s fermentacijo alkohola oziroma alkoholnih pijač, 
predvsem vina (Nascimento et al., 2003). Prevladujoča kislina v kisu je monokarboksilna 
ocetna kislina (Malicki et al., 2004).  
Minimalne zahteve za protimikrobno delovanje sredstva, ki ga lahko opredeljujemo kot 
razkužilo, so, da v časovnem obdobju med 5 in 10 minutami zniža število bakterij za vsaj 5 
log10. V 30 sekundah pa naj bi razkužilo znižalo število bakterij za vsaj 3 log10 (Rutala, 
1999). Protimikrobna sredstva glede na njihovo delovanje delimo na bakteriostatična in 
baktericidna. Bakteriostatična sredstva zavirajo rast bakterij oziroma jih ohranjajo v 
stacionarni fazi rasti, medtem ko baktericidna sredstva uničijo celice mikroorganizmov. V 
realnih primerih njihovo delovanje ni tako enoznačno. Bakteriostatična sredstva lahko tudi 
uničijo 90–99 % od začetne koncentracije prisotnih celic mikroorganizmov, ampak ne 
dovolj, da bi jim priznali baktericidno delovanje. Baktericidna sredstva morajo uničiti 
2 
 
najmanj 99,9 % prisotnih celic mikroorganizmov, kar pomeni, da morajo znižati začetno 
koncentracijo celic (CFU/mL) vsaj za 3 log10 (Peterson, Shanholtzer, 1992). Baktericidna 
aktivnost na površinah mora znižati število celic bakterij za več kot 4 log10 v 
temperaturnem območju med 18 in 25 °C v 15 minutah. Fungicidno delovanje na 
površinah pa mora znižati število celic gliv za več kot 3 log10 pri enakih pogojih (SIST EN 
13697, 2002). 
Raziskovalne študije izpostavljajo potrebo po uporabi varnejših in okolju prijaznejših 
razkuževalnih sredstev, kar nas je vzpodbudilo k izvedbi raziskave. 
3 
 
2 TEORETIČNA IZHODIŠČA 
V teoretičnih izhodiščih smo se osredotočili na čiščenje in razkuževanje površin ter na 
lastnosti razkužil. Preučevali smo značilnosti kisa in ocetne kisline ter njuno protimikrobno 
učinkovitost. V zadnjem delu poglavja smo predstavili mikroorganizme, ki smo jih 
uporabili v naši raziskavi. 
2.1 Čiščenje in razkuževanje 
Čiščenje je odstranitev vidnih organskih ali anorganskih nečistoč in tudi mikroorganizmov 
s površin. Najpogosteje se izvaja ročno ali mehansko z vodo, ki ji lahko dodamo čistila ali 
izdelke z encimi (Rutala, Weber, 2008). Čiščenje mora biti načrtovano tako, da  zahteva 
čim manj materiala, časa in osebja. Prav tako mora biti preprosto za izvedbo (Gaspari, 
2002). Z rednim čiščenjem vzdržujemo materialne dobrine, preprečujemo ugodne pogoje 
za razvoj mikroorganizmov in ohranjamo estetiko v prostoru. Ob rednem čiščenju je 
poraba čistil in njihova koncentracija minimalna. Z dobro načrtovanim in rednim 
čiščenjem prihranimo na času in je hkrati manj obremenjujoče za izvajalce čiščenja 
(Dolinšek, 2002). S čiščenjem odstranimo anorganske in organske snovi, ki bi lahko 
zmanjšale učinkovitost razkužil (Rutala, Weber, 2008). Ustrezno čiščenje lahko odstrani 
vsaj 80 % prisotnih mikroorganizmov (Dragaš, 2002). Za kakovostno čiščenje je treba 
poznati značilnosti prisotnih nečistoč, izbrati ustrezno čistilno sredstvo, postopek čiščenja 
in opremo (Ponikvar, 2006). 
Z razkuževanjem se odstrani večino ali vse prisotne patogene mikroorganizme, z izjemo 
bakterijskih spor (Rutala, Weber, 2008). Razkuževanje zmanjša število oportunističnih in 
patogenih mikrobov do ravni, ko njihova prisotnost ne more več povzročiti okužbe. 
Ločimo več stopenj učinkovitosti razkužil. Uničenje večine vegetativnih mikroorganizmov 
uvrščamo med učinkovito razkuževanje. Če pa z razkužilom uničimo tudi enteroviruse, 
mikobakterije in ob podaljšanem kontaktnem času tudi bakterijske spore, govorimo o zelo 
učinkovitem razkuževanju (Dragaš, 2002). Poleg učinkovitega predhodnega čiščenja 
površine vpliva na učinkovitost razkužil tudi število in vrsta mikrobiološke kontaminacije, 
oblika predmeta oziroma površine, ki se dezinficira, kontaktni čas razkužila in njegova 
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koncentracija, vrednost pH in temperatura ob razkuževanju ter včasih tudi relativna 
vlažnost (Rutala, Weber, 2008).  
Poleg izbire pravega razkužila, vpliva na uspešnost postopka tudi njegova pravilna uporaba 
na površinah, usposobljeno osebje in upoštevanje navodil proizvajalca. Pri izbiri razkužila 
je treba upoštevati njegovo učinkovitost na izbrane mikroorganizme in sprejemljiv 
kontaktni čas. Razkužilo mora biti varno in preprosto za uporabo (Rutala, Weber, 2014).  
Načine razkuževanja delimo na fizikalne in kemične. Med fizikalno razkuževanje 
uvrščamo razkuževanje s toploto in sevanjem. Načini razkuževanja s toploto so 
pasterizacija, uperizacija, kuhanje v vreli vodi pri 100 °C, segrevanje v komorah v vodni 
pari in tindalizacija. Postopek pasterizacije poteka pri 62 do 65 °C 30 minut ali pri 71 °C 
15 minut ali 1 minuto pri 80 do 85 °C. Uperizacija je postopek kratkotrajnega segrevanja 
tekočin v tanki plasti in pri visoki temperaturi od 135 do 150 °C manj kot 1 sekundo. Pri 
postopku tindalizacije poteka segrevanje tekočin v vodni pari pri 100 °C tri dni zapored. V 
vmesnem obdobju je material na sobni temperaturi, da lahko vzklijejo zaostale spore. 
Razkuževanje s sevanjem se deli na uporabo mikrovalov, UV-sevanja in ultrazvoka. 
Sredstva za kemično razkuževanje grobo razdelimo v naslednje skupine kemičnih razkužil: 
klorheksidin glukonat, oktenidin hidroklorid, alkoholi, halogeni, peroksidi, perocetna 
kislina, mravljična kislina in aldehidna razkužila (Dragaš, Škerl, 2004). 
Po načinu delovanja razdelimo razkužila v tri skupine: snovi, ki denaturirajo beljakovine 
(kisline, baze in alkoholi), snovi, ki poškodujejo celično membrano (fenolne spojine, 
alkoholi, bigvanidini oziroma gvanidini), in snovi, ki spremenijo funkcionalne skupine 
nukleinskih kislin in beljakovin (oksidanti – jod, klorove spojine, perocetna kislina, 
alkilirajoča sredstva – glutaraldehid in formaldehid) (Seme, 2002). 
Razkužila delimo tudi glede na učinkovitost. Med učinkovita uvrščamo klorheksidinov 
glukonat in alkohole. Med zelo učinkovita razkužila se uvrščajo jodni pripravki, perocetna 
kislina in druge peroksigene spojine, aldehidi in klorove spojine (Dragaš, 2002). 
Razkužila za površine le-teh ne smejo poškodovati in morajo imeti širok spekter delovanja. 
Prednost imajo razgradljiva razkužila in kompatibilna s čistili. Prav tako je pomemben čas 
delovanja in koncentracija (Škerl, 2002). 
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Najpogosteje in največ razkužil se uporablja za razkuževanje površin v zdravstveni 
dejavnosti, veterini in živilski industriji (Heir et al., 2001). 
Razkužilo ne sme delovati mutageno, teratogeno, karcinogeno, alergogeno, ne sme biti 
eksplozivno, korozivno in vnetljivo. Biti mora stabilno in varno za ljudi, živali ter okolje. 
Nekatera razkužila lahko delujejo dražeče na dihala, oči, kožo in poškodujejo površine. Po 
njihovi uporabi lahko ostanejo ostanki na površinah in koži, zato jih je treba dobro sprati z 
vodo (Dragaš, Škerl, 2004). 
Raziskovalna presečna študija na ljudeh, poklicno izpostavljenih razkužilom, je pokazala, 
da le-ta povzročajo preobčutljivostne reakcije in kronični bronhitis (Bello et al., 2013) s 
kihanjem, glavoboli, izpuščaji na koži, kroničnim kašljem, solzenjem oči in podobno 
(Guthua et al., 2001). Izpostavljenost razkužilom in čistilnim sredstvom lahko prav tako 
povzroči kronične (Arif, Delclos, 2012) in akutne bolezni dihal (Mehler et al., 2010).  
Zaradi negativnih učinkov razkužil in čistilnih sredstev na zdravje uporabnikov so zaželene 
varnejše alternative čiščenja in razkuževanja, ki bodo uspešno obvladovale mikrobiološke 
kontaminacije in bile hkrati manj škodljive za zdravje (Quinn et al., 2015). 
2.2 Osnovne sestavine kisov 
Kis je tekoči proizvod, ki nastane z alkoholno in poznejšo ocetno kislinsko fermentacijo 
ogljikovih hidratov. V Pravilniku o kakovosti kisa in razredčene ocetne kisline je podana 
naslednja definicija: »Kis je izdelek, pri katerem je ocetna kislina nastala po biološkem 
postopku z dvojno fermentacijo, alkoholno in ocetno-kislinsko, iz surovin kmetijskega 
porekla. Vsebovati mora značilne fermentacijske produkte, kot so 2-ketoglukonska kislina, 
5-ketoglukonska kislina, glukonska kislina, citronska kislina, aminokisline, acetoin, 2,3-
butilenglikol in podobno« (Pravilnik o kakovosti kisa, 2004, 2008). 
Kisu pripisujejo koristne učinke na zdravje, k čemur naj bi pripomogli različni tipi 
polifenolov, mikrohranila in druge bioaktivne spojine v kisu. Prav tako kisu pripisujejo 
protimikrobni, antioksidativni, antidiabetični in antihipertenzični učinek  (Ho et al., 2017). 
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Po svetu izdelujejo mnogo različnih vrst kisov. To so na primer črni kis, balzamični kis, 
beli vinski kis, rižev kis in še mnogi drugi. Za njihovo proizvodnjo se uporabljajo različne 
surovine, fermentacijski postopki in različne vrste kvasovk in ocetnokislinskih bakterij. 
Skupno jim je, da je njihova glavna hlapna komponenta ocetna kislina. Poleg nje so 
prisotne še druge kisline, alkoholi, aldehidi, estri in ketoni (Ho et al., 2017). Tako grozdje 
kot jabolka vsebujejo različne hlapne snovi. Najpomembnejši med njimi so terpeni, ki na 
podlagi uporabljene surovine omogočajo diferenciacijo končnega izdelka. Ob razgradnji 
celuloznih snovi, prisotnih v lesenih hrastovih sodih, kjer kis zori, se pri visokih 
temperaturah sprošča furfural. Največ furfurala vsebuje balzamični kis. Za kis, ki je 
proizveden po tradicionalni metodi in torej dalj časa zori v lesenih sodih, je značilno, da 
vsebuje več aldehidov. Na kakovost vina in posledično kisa vplivajo tudi estri, kot so etil 
benzacetat, benzil acetat, etil benzoat in metil salicilat. Prav tako lahko na podlagi 
prisotnosti različnih estrov ugotovimo, od kje prihaja določen kis. V rdečem vinu in 
pozneje kisu iz rdečega vina je več acetoina kot v kisu iz belega vina. Za bela vina in 
posledično kis iz belega vina pa je značilna večja količina sadnih estrov, kot je benzil 
acetat (Pizarro et al., 2008). 
V evropskih državah veljajo specifična pravila za prodajo kisa v različnih regijah. 
Evropska unija je določila meje kislosti in prisotnosti ostankov etanola v kisu. Ena izmed 
zahtev je, da mora biti kislost vinskega kisa minimalno 6 % (w/v). Ostanek etanola v 
vinskem kisu pa lahko znaša največ 1,5 % (w/v) (Mas et al., 2014).   
V Pravilniku je navedeno, da mora biti vsebnost skupnih kislin izražena kot ocetna kislina 
v g/100 mL, kar pomeni, da mora biti na embalaži naveden % kislosti, ki predstavlja 
volumski odstotek ocetne kisline v kisu. Kis v prometu mora izpolnjevati minimalne 
pogoje kakovosti. Med njih sodijo vsebnost skupne kisline, ki je računana kot ocetna 
kislina, ostanek vsebnosti alkohola in vsebnost pepela. Za kis z izjemo vinskega kisa in 
razredčenega vinskega kisa velja, da mora biti vsebnost skupne kisline najmanj 50 g/L. Pri 
vinskem kisu mora znašati vsebnost skupne kisline najmanj 60 g/L in pri razredčenem 
vinskem kisu najmanj 40 g/L. Ostanek vsebnosti alkohola za kise, izvzeta sta vinski in 
specialni kis, lahko znaša največ 0,5 % vol. Pri vinskem kisu lahko znaša ostanek 
vsebnosti alkohola 1,5 % vol in pri specialnem kisu na osnovi vinskega kisa največ 3 %  
(Pravilnik o kakovosti kisa, 2004, 2008). 
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2.2.1 Proizvodni procesi pridobivanja kisa 
Proizvodnja kisa je sestavljena iz alkoholne in ocetnokislinske fermentacije. Proces 
alkoholnega vrenja je hiter in se navadno večina sladkorja ob delovanju kvasovk 
Saccharomyces cerevisiae pretvori v etanol v prvih treh tednih fermentacije. Pri 
ocetnokislinski fermentaciji se etanol oksidira v ocetno kislino s pomočjo ocetnokislinskih 
bakterij, ki najpogosteje pripadajo rodu Acetobacter. Pri tem alkoholno vrenje poteka v 
anaerobnih pogojih, ocetnokislinska fermentacija pa v aerobnih pogojih (Budak et al., 
2014).  
Za pripravo kisa sta značilni dve zelo dobro definirana postopka. Pri počasnem 
površinskem procesu se ocetnokislinske bakterije nahajajo v plasti med zrakom in tekočino 
in so tako v stiku z zrakom. Pri drugem, potopljenem procesu so ocetnokislinske bakterije 
potopljene v tekočino ob stalnem dovajanju kisika, kar omogoča ocetno vrenje. Potopljeni 
postopek se uporablja za pripravo komercialnih vrst kisov za veliko porabo, medtem ko je 
površinski postopek tradicionalen način priprave kisa (Fernández-Pérez et al., 2010). 
Za tradicionalni počasni način priprave kisa je značilna pretvorba etanola v ocetno kislino s 
pomočjo statične kulture ocetnokislinskih bakterij ob prisotnosti zraka in tekočine. Pri tem 
mora 1/3 soda ostati prosta, da se ustvari zračna komora, ki mora biti v stiku z zunanjim 
zrakom. Takemu načinu priprave kisa se poleg tradicionalnega načina reče tudi 
»površinska kultura«. Nekoliko bolj standardizirana različica omenjenega postopka se 
imenuje »Orleanski postopek«. Pri tej so dodane stranske luknje in dodaten vijak na dnu 
soda, ki omogočajo kroženje zraka. Tako lahko dodajajo vino v sod, ne da bi prišlo do 
motenja oziroma sprememb pri delovanju kulture ocetnokislinskih bakterij, ki so v obliki 
biofilma na površini (Torija et al., 2009). Orleanski postopek je ena najstarejših tehnik 
pridobivanja kisa. Fermentirani sadni sok se doda v posodo ali sod, ki ima visoko razmerje 
med premerom in višino posode. Po približno enem tednu, ko se sproži ocetnokislinsko 
vrenje, se tekočino prelije v drugo posodo. Ocetnokislinsko vrenje poteka zgolj na površini 
tekočine, kjer je dovolj kisika, da se alkohol spremeni v ocetno kislino, zato je zelo 
počasno. Potek fermentacije je odvisen od začetne sestave alkoholne raztopine, prisotnosti 
kisika, narave mikroorganizmov in temperature fermentacije. Glede na pogoje traja 
ocetnokislinsko vrenje od 8 do 14 tednov (Dabija, Hatnean, 2014). Kis, pripravljen po 
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opisanem postopku, je navadno organoleptično kompleksen in zelo kakovosten (Torija et 
al., 2009 cit. po Mas et. al., 2014).  
Pri potopljenem postopku proizvodnje kisa (Tesfaye et al., 2002, cit. po Ho et al. 2017) 
morajo biti mikroorganizmi potopljeni v substratu. Poskrbeti je treba za izpolnjevanje 
zahtev po kisiku, saj je ocetnokislinska fermentacija aerobna. Najuspešnejši submerzni 
postopek poteka z uporabo Fringsovega Acetatorja (Adams, 1985). Potopljen postopek 
proizvodnje kisa sestavljajo trije glavni koraki, in sicer polnjenje bioreaktorja s substratom 
in inokulumom ocetnokislinskih bakterij, sledi fermentacija in popolna razgradnja 
substrata v končne izdelke fermentacije. Del ocetne kisline odvzamejo iz bioreaktorja, del 
pa ga v njem pustijo za naslednji cikel proizvodnje. Postopek poteka v jeklenih 
fermentacijskih cisternah s prostornino med 10.000 in 40.000 L. Bioreaktor sestavljajo 
hladilni sistem, sistem za dovod zraka, krmilni sistem za nadzor penjenja in ventili za 
dodajanje surovine in odvzemanje produkta (Tesfaye et al., 2002, cit. po Ho et al. 2017). S 
potopljenim postopkom se največkrat proizvaja vinski kis (Dabija, Hatnean, 2014). 
Najpogostejši sevi pri potopljenem fermentacijskem postopku pripadajo vrsti 
Gluconobacter europaeus. V jabolčnem in vinskem kisu je prisotna mešana kultura 
ocetnokislinskih bakterij oziroma najmanj dva različna seva. Pri alkoholnem kisu, ki nudi 
najbolj stresne pogoje za rast bakterij, se uporabljajo posebni sevi (Fernández-Pérez et al., 
2010). 
Tretji postopek proizvodnje kisa prav tako spada med hitrejše procese proizvodnje in se 
imenuje generatorski proces. Proces fermentacije pri tem postopku poteka v fermentorju iz 
dveh komor. Zgornja komora je skoraj v celoti napolnjena s trdnim materialom, medtem 
ko je spodnja komora razmejena s ščitnikom. Zrak se vpihava in injicira skozi ščitnik in 
trdni material ter uhaja ven skozi zgornji del komore. Celotni postopek proizvodnje kisa pri 
tem postopku traja od 3 do 7 dni. Iz fermentorja odvzamejo samo 2/3 končnega proizvoda, 
medtem ko ga 1/3 ostane za novo serijo, ki se mu doda 2/3 nove surovine (alkohola). 
Optimalna temperatura pri tem postopku proizvodnje kisa je 30 ˚C (Budak et al., 2014). Ta 
postopek se največkrat uporablja pri proizvodnji industrijskega in alkoholnega kisa. 
Potopljeni in generatorski postopek sta za razliko od Orleanskega veliko hitrejša in 
omogočata proizvodnjo večje količine kisa (Dabija, Hatnean, 2014). 
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Na kakovost kisa vplivajo substrati, ki vstopajo v proces proizvodnje kisa (npr. vino), 
metabolizem ocetnokislinskih bakterij, ki so poleg pretvorbe etanola v ocetno kislino 
odgovorne tudi za oksidacijske reakcije in tvorbo estrov, interakcija lesenih sodov z vinom 
in proces staranja kisa (Torija et al., 2009 cit. po Mas et. al. 2014).  
2.2.2 Značilnosti jabolčnega, vinskega in alkoholnega kisa 
Jabolčni kis je najbolj zastopana vrsta kisa na policah evropskih trgovin. Jabolčni kis 
proizvajajo pogosto sami v gospodinjstvih, kjer za pripravo uporabljajo tradicionalni in 
spontani proces kisanja s pomočjo mikroorganizmov, ki so prisotni na sadju. Zaradi potreb 
trga ga proizvajajo tudi industrijsko. Jabolčni, vinski in alkoholni kis so najpogosteje 
proizvedeni v bioreaktorjih po potopljenem postopku, kjer je bakterijam omogočen 
nenehen dotok kisika in je tako zagotovljen učinkovit proizvodni proces (Štornik et al., 
2016). 
Štornik in sodelavci (2016) so med seboj primerjali sestavo konvencionalnega jabolčnega 
kisa in ekološkega jabolčnega kisa. Ugotovili so, da je bila v obeh primerih prevladujoča 
vrsta Acetobacter pasteurianus, zaznali so tudi prisotnost vrste Komagataeibacter 
oboediens. Pri proizvodnji jabolčnega kisa so bile prisotne tudi vrste  Komagataeibacter 
saccharivorans in Acetobacter ghanensis. Pri obeh vrstah kisa so bile prisotne kvasovke, ki 
so odporne proti ocetni kislini v koncentraciji 30 g/L. Pri proizvodnji ekološkega 
jabolčnega kisa je bila mikrobiološka struktura bolj heterogena kot pri konvencionalni 
proizvodnji jabolčnega kisa. Glavne hlapne komponente vinskega, jabolčnega in 







Tabela 1: Primerjava glavnih hlapnih komponent vinskega, jabolčnega in alkoholnega 
kisa (prirejeno po Plessi, 2003) 
HLAPNE KOMPONENTE VINSKI KIS JABOLČNI KIS ALKOHOLNI KIS 
acetaldehid x x x 
etil acetat x x x 
etil format x x x 
etanol x x x 
2-metil-1-propanol x x  
3-metil-1-butanol x x x 
3-hidroksi-2-butanon x x x 
2,3-butandiol x x x 
3-metil-1-butanol x x x 
izopentil acetat x   
2-metil-1-butanol x x x 
izovaleraldehid x   
izobutil acetat x   
y-butirolakton x   
aceton x   
acetal   x 
izobutil format x   
2-pentanon x x x 
2-pentanol  x x 
3-pentanol  x x 
benzaldehid  x  
propionaldehid  x x 
fenilacetaldehid  x  
dietil sukinat  x  
metil format   x 
acetal   x 
metanol   x 
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Poleg ocetne kisline najdemo v vinskem kisu najpogosteje citronsko in vinsko kislino, 
medtem ko v jabolčnem kisu jabolčno in mravljično kislino. V manjših količinah se med 
fermentacijo tvorijo tudi mlečna, jantarna in fumarna kislina (Plessi, 2003). 
2.3 Ocetna kislina 
Ocetna kislina je šibka kislina (National Cancer Institute, 2016) in ena izmed 
najpreprostejših karboksilnih kislin (The Human Metabolome Database, 2017). Njena 
molekulska formula je C2H4O2, molska masa pa znaša 60,1 g/mol. Je brezbarvna tekočina 
ostrega vonja (International Programme, 2010). 
Ocetna kislina se uporablja v številne namene, na primer za pripravo vinil acetatnega 
monomera, za sintezo ocetnega anhidrida ter kot topilo za prečiščevanje tereftalne kisline 
(Yoneda et al., 2001). 
Na začetku so ocetno kislino proizvajali z aerobno fermentacijo, tako kot je še danes 
značilno za pripravo kisa. Prva večja komercialna priprava ocetne kisline je temeljila na 
procesu oksidacije acetaldehida, ki so ga pridobivali s pomočjo organskega živega srebra 
iz acetilena. Po razvoju petrokemijske industrije leta 1950 so pričeli acetaldehid pridobivati 
iz etilena. Med letoma 1950 in 1960 so ocetno kislino pripravljali z oksidacijo nafte ali n-
butana (Kutenpov et al., 1966, cit po Yoneda et al., 2001). Z leti se je  razvilo veliko 
načinov pridobivanja ocetne kisline, in sicer karboniliranje metanola, oksidacija 
acetaldehida, oksidacija butana ali nafte in oksidacija etilena. Kljub različnim postopkom 
pridobivanja ocetne kisline, kar 60 % njene današnje proizvodnje temelji na karboniliranju 
metanola (Yoneda et al., 2001). 
2.4 Protimikrobno delovanje kisa in ocetne kisline 
Prvi zapisi o uporabi kisa izvirajo že iz obdobja Babiloncev približno 5000 let pred našim 
štetjem. Ni znano, ali so njegove dobre lastnosti ugotovili oni ali so jih zgolj zapisali. 
Babilonci so kis uporabljali kot sredstvo za vlaganje oziroma za konzerviranje ter kot 
ojačevalec okusa (Conner, Allgeier, 1976). Uporabo kisa in kisa v kombinaciji z medom v 
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zdravstvene namene je dokumentiral Discorides, ki je spremljal prehod Nerove vojske 
skozi Egipt. Egipčani so kis uporabili za zdravljenje ran, gangren, težav z ušesi, ob izgubi 
apetita in ob zastrupitvah z gobami (Rose, 2006). Oče moderne medicine Hipokrat je 
priporočal uporabo kisa proti zastrupitvam ter pri zdravljenju razjed in ran, v kombinaciji z 
medom pa proti kašlju (Johnston, Gaas, 2006). Kis so Rimljani uporabljali tudi za pripravo 
pitne vode (Rose, 2006). 
Entani in sodelavci (1998) so preverjali antibakterijski učinek kisa proti patogenim 
bakterijam, vključujoč sev Escherichia coli O157:H7 (E. coli), ki se prenaša s hrano. 
Ugotovili so, da je rast vseh sevov zavirala že 0,1 % koncentracija ocetne kisline v kisu. 
Protibakterijski učinek kisa se je ob prisotnosti natrijevega klorida ali glukoze še povečal. 
Na boljši baktericidni učinek kisa je vplivala tudi povišana temperatura kisa. Ne glede na 
velikost inokuluma je inaktivacija sevov zaradi kisa v študiji ostala nespremenjena. 
Ugotovili so, da je pri preprečevanju zastrupitev s hrano zelo učinkovita kombinacija kisa, 
natrijevega klorida in primerne temperature. 
Sholberg in sodelavci (2000) so na podlagi rezultatov svoje študije sklenili, da so hlapi 
kisa, ki vsebuje 4,2–6 % ocetno kislino lahko učinkovita alternativa tekočim biocidom za 
sterilizacijo površin, kontaminiranih z makrokonidiji patogenih gliv Monilinia fructicola, 
Botrytis cinerea in Penicillium expansum, ki povzročajo propadanje koščičastega sadja, 
jabolk in jagod. Ugotovili so, da učinkovitost hlapov upada s povečanjem števila 
makrokonidijev na površinah. 
Rutala in sodelavci (2000) so preverjali učinkovitost kisa v primerjavi s komercialnimi 
sredstvi za razkuževanje površin. Izvedli so kvantitativni suspenzijski test z izbranimi 
razkužili in ocenjevali aktivnost razkužil proti bakterijskim vrstam Staphylococcus aureus 
(S. aureus), Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) in E. coli 
O157:H7 po času izpostavljenosti 30 sekund in 5 minut. Hkrati so testirali tudi aktivnost 
razkužila proti poliovirusom, proti vankomicinu odpornim enterokokom in za meticilin 
občutljivim in odpornim sevom S. aureus. Kis se je izkazal za manj učinkovitejše razkužilo 
od komercialno pripravljenih razkužil. Število testiranih patogenih bakterij S. aureus in E. 
coli je kis zmanjšal za manj kot 3 log10.  
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V študiji so in vitro primerjali protimikrobni učinek 0,3 % ocetne kisline in standardnih 
lokalnih antiseptikov proti po Gramu negativnim in po Gramu pozitivnim bakterijam: 
Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Acinetobacter baumanni, Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus epidermis, proti meticilinu odpornim sevom S. aureus (MRSA) in β-
hemolitičnim streptokokom, skupin A in B. Rezultati študije so pokazali odličen 
baktericiden učinek ocetne kisline po 30 in 60 minutah delovanja. Proti po Gramu 
negativnim bakterijam  P. aeruginosa, Proteus vulgaris in Acinetobacter baumannii je 3 % 
ocetna kislina delovala baktericidno že po 5 minutah delovanja, saj ni porasla nobena 
kolonija. Na podlagi rezultatov so ocetno kislino opredelili kot primerno za uporabo kot 
lokalni antiseptik (Ryssel et al., 2009). 
Lingham in sodelavci (2012) so ugotavljali zaviralni učinek kisa na bakterije, izolirane iz 
filejev soma. Izvedli so difuzijsko metodo z diski in pri tem uporabili 100 % naravni blagi 
kis s 5 % koncentracijo ocetne kisline. Na diske so nanesli razredčitve kisa s 
koncentracijami 0,5 %, 1 %, 2,5 % in 5 % ocetne kisline. V študijo je bilo vključenih 240 
različnih bakterij. Opazili so največji zaviralni učinek kisa na razmnoževanje bakterij 
Shewanella putrefaciens, Stenotrophomonas maltophila, Stenotrophomonas rhizophia, 
Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila in Aeromonas veronii. Najmanjši zaviralni 
učinek kisa pa na razmnoževanje bakterij Pantoea agglomerans, Plesiomonas shigelloides, 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandelii, Pseudomonas putida in Pseudomonas 
veronii.  
Ocetna kislina je imela večji protimikrobni učinek kot citronska ali mlečna kislina. 
Razmnoževanje različnih vrst Shigella je zavirala že v koncentracijah od 0,02 do 0,04 % 
(Ye-Won et al., 2013). 
Priyadarshini in sodelavci (2014) so preučevali protimikrobni učinek treh različnih vrst 
kisov, ki so bili pripravljeni iz lupine sladke limete, iz lupine sladke limete in sredice 
sladke limete ter samo iz sredice sladke limete. Za kontrolo so uporabili komercialno 
pripravljeni kis. Protimikrobni učinek kisa so preizkusili na bakterijskih vrstah E. coli, 
Salmonella typhi in Klebsiella sp. Ugotovili so, da kis, pripravljen iz lupine in sredice 
sladke limete, najučinkoviteje zavira njihovo razmnoževanje. 
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Fraise in sodelavci (2013) so  ugotovili, da je minimalna koncentracija ocetne kisline, ki še 
deluje zaviralno na razmnoževanje bakterijskih sevov P. aeruginosa in celo MRSA 0,625 
%. Izhlapevanje ocetne kisline v prvih 24 urah in prisotnost organske snovi v zložencih je 
imelo zanemarljiv vpliv na njeno protibakterijsko delovanje. 
Cortesia in sodelavci (2014) so ugotovili, da 30-minutna izpostavljenost bakterije 
Mycobacterium tuberculosis 6 % ocetni kislini le-to učinkovito uniči. Preverili so tudi, ali 
baktericiden učinek ocetne kisline povzroča zgolj nizek pH. To so izvedli tako, da so 
bakteriji Mycobacterium smegmatis in E.coli izpostavili razredčeni klorovodikovi kislini s 
pH 2,5 za 20 minut. Navedene pH-vrednosti naj bi približno ustrezale pH-vrednosti 5 % 
ocetne kisline. Baktericidnega učinka niso zaznali.  
Ocetna kislina sama in v kombinaciji z limoninim sokom je znižala koncentracijo bakterije 
Salmonella Typhimurium na korenju za več kot 3 log10 po 30 minutah delovanja (Sengun, 
Karapinar, 2004).  
Chang in Fang (2007) sta na solato, kontaminirano z 10
7 
CFU/g bakterije E. coli O157:H7  
nanesla komercialno dostopen kis
 
s 5 % ocetno kislino, ki je v 5 minutah delovanja 
zmanjšal koncentracijo E. coli O157:H7 bakterij za 3 log10, desetkrat nižja koncentracija 
ocetne kisline (0,5 %) pa je povzročila zmanjšanje števila bakterij le za 1 log10. 
Ocetno kislino so preizkusili tudi za uničenje bakterij P. aeruginosa v opeklinskih ranah 
ter ranah mehkega tkiva. Minimalna inhibicijska koncentracija ocetne kisline za to 
bakterijo je bila 2 %. Po dveh tednih negovanja ran z ocetno kislino v 14 od 16 ranah 
pacientov bakterij niso več zasledili. Na podlagi študije se je ocetna kislina izkazala za 
učinkovito in cenovno ugodno učinkovino za preprečevanje pojava vrste P. aeruginosa v 
ranah mehkega tkiva in opeklinskih ran (Sloss et al., 1993). 
Že 0,5 % ocetna kislina je baktericidno delovala tudi na bakterije P. aeruginosa in S. 
aureus v 3 dni starem biofilmu. Kot kontrolo so uporabili kislino HCl, ki ni imela takšnega 
učinka. Za uničenje bakterij ni dovolj samo nizka vrednost pH. Največji protimikrobni 
učinek so zaznali pri vrednosti pH 4,76. Vzrok za protimikrobni učinek ocetne kisline je 
njena nedisociirana oblika CH3COOH in ne acetatna oblika CH3COO
-
 z disociacijskim 
protonom (Bjarnsholt et al., 2015). 
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Halstead in sodelavci (2015) so v svoji študiji ugotavljali protimikrobno učinkovitost 
ocetne kisline proti biofilmu patogenih bakterij, ki se lahko pojavijo pri opeklinskih ranah. 
Samo 0,31 %  koncentracija ocetne kisline je bila učinkovita pri preprečevanju nastanka 
biofilma pri vrstah E. coli, P. aeruginosa in Acinetobacter baumannii ter nekaterih drugih 
po Gramu negativnih bakterijah. Prav tako je koncentracija ocetne kisline od  0,1 % do 2,5 
% delovala baktericidno na bakterije v že obstoječem biofilmu. 
2.4.1 Protimikrobno delovanje kisa in ocetne kisline na površinah 
Olson in sodelavci (1994) so primerjali učinkovitost alternativnih proizvodov, med njimi 
tudi kisov, s komercialnimi čistili za čiščenje kuhinje in kopalnice. Ugotavljali so 
prisotnost mikroorganizmov in nečistoč po čiščenju. Test so izvedli na površini ploščic iz  
visokotlačnega dekorativnega laminata, na katere so nanesli simulirane nečistoče iz 
kuhinje ali kopalnice, jih posušili in skladiščili od enega tedna do 12 dni, preden so jih 
očistili. Na očiščene ploščice so nato s sterilnim brisom nanesli 0,2 mL suspenzije 
bakterijskih celic Serratia marcescens v koncentraciji 10
7 
CFU/mL ter 0,5 mL na 
simulacijsko površino kuhinjskih ploščic tik pred čiščenjem. Kis se je bolje izkazal pri 
odstranjevanju mikrobiološke kontaminacije kot pri odstranjevanju drugih nečistoč, 
verjetno zaradi njegove nizke vrednosti pH.  
Bauer in sodelavci (1995) so raziskovali baktericidno delovanje kisa s 5 % ocetno kislino, 
razredčenega z destilirano vodo v razmerju 1 : 25. Baktericidno delovanje kisa so 
preizkušali na nosilcih iz nerjavečega materiala, na katere so nanesli testna organizma 
Salmonella choleraesuis in S. aureus, ki sta preživela 10-minutno izpostavljenost kisu. 
Hkrati so ugotavljali tudi bakteriostatični učinek kisa na razmnoževanje mikroorganizmov 
na sterilnem objektnem stekelcu proti bakterijam S. aureus  ATCC 6538 in K. pneumoniae 
ATCC 4352. Takšna koncentracija ocetne kisline tudi ni imela bakteriostatičnega učinka, 
saj se število bakterij S. aureus po izpostavitvi razredčenemu kisu ni spremenilo, število 
celic K. pneumonia pa se je zmanjšalo za manj kot 2 log10, zato Ameriška agencija za 
varstvo okolja ni priznala kisa kot razkužilo.  
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Da Silva in sodelavci (2008) so ugotavljali učinkovitost različnih raztopin razkužil (1 % 
natrijev hipoklorit, 2 % glutaraldehid in 2 % klorheksidin diglukonat, nerazredčen kis, 3,8 
% natrijev perborat in čistilne tablete na osnovi natrijevega perborata) na razkuževanje 
površin iz akrilnih smol, na katere so in vitro nanesli celice sevov Candida albicans (C. 
albicans), Streptococcus mutans, S. aureus, E. coli in Bacillus subtilis  (B. subtilis) ter 
opazovali število preživelih bakterij. Ugotovili so, da so najučinkovitejše raztopine 
razkužil 1 % natrijev hipoklorit, 2 % glutaraldehid in 2 % klorheksidin diglukonat, sledijo 
jim nerazredčen kis, 3,8 % natrijev perborat in čistilne tablete na osnovi natrijevega 
perborata. Učinek kisa proti testnim mikroorganizmom je bil zadovoljiv ter so ga ocenili 
kot primerno alternativno razkužilno sredstvo za površine iz akrilnih smol. 
Dias de Castro in sodelavci (2015) so ugotavljali minimalno inhibicijsko koncentracijo 
(minimal inhibitory concentration – MIC) in minimalno fungicidno koncentracijo (minimal 
fungicidal concentration – MFC) alkoholnega kisa z 0,04 g/mL ocetne kisline na 
kvasovkah Candida spp. na površini akrilnih smol.  MIC75 % in MFC62,5 % alkoholnega kisa 
je znašal 2,5 mg/mL znotraj 120 minut. Spremembe v barvi in hrapavosti površin po 
uporabi alkoholnega kisa niso zaznali. 
2.5 Mikroorganizmi, prisotni na površinah v zaprtih prostorih  
Raznolikost mikroorganizmov v notranjem okolju zgradb je odvisna od številnih 
dejavnikov, kot so namen uporabe prostora oziroma grajenega okolja, geografska lega, 
prezračevalni sistem, arhitektura, zasedenost prostora (Mahnert et al., 2015b) in od živih 
bitij v prostoru (rastlin, živali in ljudi), ki so glavni vir mikroorganizmov (Mahnert et al., 
2015a). Kljub temu imajo najpomembnejši vpliv na obremenjenost prostora z 
mikroorganizmi temperatura, relativna vlaga in prezračevanje (Frankel et al., 2012). 
Večino življenja preživimo v zaprtih prostorih (Rintala et al., 2008), kjer so na na videz 
neškodljivih površinah v pisarnah, domovih, šolah in centrih za dnevno varstvo prisotne po 
Gramu pozitivne bakterije, kot so Bacillus licheniformis, Bacillus cereus (B. cereus), 
Brevibacillus brevis in Staphylococcus spp. ter po Gramu negativne bakterije, vključno s 
predstavniki rodov Chryseomonas in Pantoea. Prav tako so prisotne bakterije iz reda 
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Actinomycetales in rodov Rhodococcus, Arthrobacter in Corynebacterium spp. (Andersson 
et al., 1999).  
Dunn in sodelavci (2013) so ugotovili, da v domačem okolju prevladujejo bakterije iz 
debla Proteobacteria, Firmicutes in Actinobacteria. Najštevilčnejše bakterijske družine pa 
so bile Streptococcaceae, Corynebacteriaceae in Lactobacillaceae. Izkazalo se je, da so 
bakterije, ki se normalno nahajajo na človeški koži, razpršene po celotnem prostoru (Flores 
et al., 2011). Slednje dokazuje, da je človeško telo vir številnih bakterij, ki se nahajajo na 
površinah v notranjem domačem okolju (Dunn et al., 2013). Na javnih straniščih so zaznali 
prisotnost mikroorganizmov iz 19 različnih debel. Najpogostejši so bili mikroorganizmi, ki 
so pripadniki debel Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes in Proteobacteria (Flores et 
al., 2011). 
Najpogostejši mikroorganizmi, ki povzročajo infekcije v zdravstvenih ustanovah, so E. 
coli, S. aureus, Enterococcus spp., P. aeruginosa, Klebsiella spp., koagulaza-negativni 
stafilokoki, Clostridium difficile, Enterobacter spp., Proteus spp., Acinetobacter spp. in 
tudi kvasovka Candida spp. (Vandini et al., 2014).  
Mukherjee in sodelavci (2014) so ugotovili, da so na površinah naprav in pripomočkov v  
centrih za fitnes najpogostejše bakterije, ki pripadajo deblom Firmicutes, Proteobacter in 
Actinobacteria. Ugotovili so tudi prisotnost bakterij rodov Salmonella, Staphylococcus, 
Klebsiella in Micrococcus.  
Na površinah v knjižnicah so najpogostejše bakterije družin Propionibacterium, 
Corynebacterium, Staphylococcus in Streptococcus, od po Gramu negativnih bakterij pa 
predstavniki družin Sphingomonadaceae, Comamonadaceae, Oxalobacteraceae, 
Neisseriaceae in Rhizobiaceae (Rintala et al., 2008). V prahu na preprogah pisarn najdemo 
bakterije Enterococcus, Staphylococcus, Pantoea in Pseudomonas (Bouillard et al., 2005). 
Mikroorganizmi, prisotni v vzgojno-varstvenih zavodih, se razlikujejo od vrtca do vrtca. 
Tam se na delovnih površinah nahajajo vrste Bacillus spp., Klebsiella spp., S. aureus, P. 
aeruginosa, E. coli, Staphylococcus spp., Microbacterium spp, Streptococcus faecalis, 
Proteus spp., Shigella dysenteriae, Micrococcus spp. in Enterobacter aerogenes (E.  
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aerogenes. Navedeni mikroorganizmi so bili najdeni na površinah sanitarij, tal, otroških 
posteljic in rok vzgojiteljic (Lee et. al., 2007; Olaitan, Adeleke, 2006). 
2.5.1 Osnovne informacije o mikroorganizmih, ki smo jih uporabili 
pri eksperimentalnem delu 
V nadaljnjih podpoglavjih bodo predstavljene osnovne značilnosti mikroorganizmov, ki so 
pogosto prisotni na delovnih površinah v biofilmih, ki smo jih tudi uporabili pri 
eksperimentalnem delu magistrske naloge. 
2.5.1.1 Pseudomonas aeruginosa 
P. aeruginosa je po Gramu negativen, nefermantativen aerobni bacil. V organizem vstopa 
preko okužene vode, zemlje, inhalacije ter z neposrednim stikom skozi rane na koži. Lahko 
povzroči okužbe opeklin, sečil in ran. Prav tako lahko povzroči pljučnico in sepso. 
Odporen je proti številnim antibiotikom (Müller - Premru, 2002). Lahko uspeva v okolju z 
vrednostjo pH od 4,5 do 9,5 (Coakley in sod., 2003) in zelo pogosto tvori biofilme (Otton 
et al., 2017) v različnih okoljih, kar lahko povzroči neučikovitost antibiotičnega zdravljenja 
in posledično spodbuja razvoj kroničnih bolezni (Høiby et al., 2010). Bakterija P. 
aeruginosa predstavlja večje tveganje zaradi kombinacije prirojene odpornosti vrste in 
sposobnosti pridobitve odpornosti preko mutacij pri vseh vrstah zdravljenj. K temu največ 
prispevajo kromosomski geni AmpC za deaktivacijo cefalosporinov, porin OprD zunanje 
membrane in številne membranske črpalke (Lister in sod., 2009). Pri tej bakteriji so opisani 
trije različni razredi odpornosti proti antibiotikom, to so intrinzična odpornost, pridobljena 
odpornost in genetska odpornost. Intrinzična odpornost vključuje mehanizme, značilne za 
celo vrsto, ne glede na to, ali je sev izpostavljen antibiotiku. Pridobljena odpornost 
vključuje indukcijo nestabilne odpornosti brez opaznih sprememb v genotipu zaradi 
izpostavljenosti seva antibiotikom. Genetska odpornost vključuje pridobitev nove genetske 
informacije, kot posledico mutacije že obstoječega genetskega materiala v celici, mutacije 
kontrolnega mehanizma ali prenosa plazmida, ki nosi gene za odpornost proti drogam v 
celico (Hancock, 1998). Zunanja membrana predstavlja polprepustno oviro za vnos 
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substratnih molekul in antibiotikov v celico. Male hidrofilne molekule, kot je β-laktam, so 
omejene na manjši del zunanje membrane in tako preprečujejo prehod njim podobnim 
molekulam v notranjost celice. To je značilno za vse po Gramu negativne bakterije, še 
posebej to drži za vrsto P. aeruginosa, katere prepustnost zunanje membrane je približno 
12 do 100-krat manjša kot na primer pri vrsti E. coli (Nikaido, Hancock, 1986).  
2.5.1.2 Salmonella 
Salmonele so po Gramu negativne fakultativno anaerobne enteropatogene bakterije za ljudi 
in živali. So paličaste oblike in dolge od 2 do 5 µm ter široke od 0,5 do 1,5 µm. Premikajo 
se s pomočjo peritrihnih bičkov. Večinoma ne fermentirajo saharoze in laktoze, glukozo pa 
razgradijo do plina in kisline. Razgrajujejo nitrate in tvorijo H2S. Salmonele ne izdelujejo 
indola in nimajo encimov ureaze in citokromooksidaze (Gubina, 2002c).  
V naravnem okolju se salmonele največkrat pojavljajo v obliki biofilma (Giaouris et al., 
2012). 
Salmonele najdemo v prebavnem traktu ljudi in domačih živali, plazilcev, divjih ptic in 
občasno tudi žuželk. Viri okužbe s salmonelo na kmetijah so najpogosteje krma, tla, nastilj, 
odpadki in iztrebki (Sanchez et al., 2002).  
Salmonella enteritidis (S. enteritidis) okuži perutnino brez vidnih bolezenskih znakov, kar 
pripomore k njenemu širjenju in je tudi najpogostejša vrsta v Združenih državah Amerike, 
ki povzroči izbruh zastrupitve s hrano (CDC, 2013; Cooper et al., 1989). Kljub visoki 
prevalenci okužb pri ljudeh ima S. enteritidis nižjo protimikrobno odpornost v primerjavi z 
ostalimi serotipi. Odpornost salmonel povezujejo s horizontalnim prenosom genov (Mather 
et al., 2014) za proizvodnjo encimov, ki lahko preprečijo prepustnost celic za antibiotike, v 
proizvodnji β-laktamaz, s katerimi razgradijo kemijsko strukturo protimikrobnih snovi ter 
v aktivaciji protimikrobnih izlivnih črpalk (Sefton, 2002). 
Bakterije S. enteritidis se intenzivno pritrjujejo na površine in tvorijo biofilme pri njihovi 
optimalni temperaturi rasti 37 ˚C. Znižanje vrednosti pH na 5,3 ali 6,3 ne vpliva značilno 
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na intenziteto pritrjevanja glede na optimalno vrednost pH 7,3, medtem ko je v alkalnem 
območju vrednosti pH od 8,3 do 9,0 pritrjevanje slabše (Yang et al., 2015). 
2.5.1.3 Proteus mirabilis 
Predstavniki rodu Proteus spp. so v okolju zelo razširjeni. Najdemo jih lahko v vodi, 
zemlji, pri sesalcih, vključno s človekom. So saprofiti in so sposobni razgrajevati organske 
snovi živalskega izvora (Róžalski et al., 1997) s fermentacijo v aerobnih kot anaerobnih 
okoljih. Dimorfizem je ena od največjih značilnosti Proteus spp., saj se glede na pogoje v 
okolju morfološko in fiziološko lahko spreminjajo (Jones et al., 2007).  
Proteus mirabilis (P. mirabilis) je po Gramu  negativna (Schaffer, Pearson, 2015) in zelo 
gibljiva bakterija (Mobley, Belas, 1995) ter spada v družino Enterobacteriaceae. Okužbe 
sečil povzroča izjemoma, zlasti pri pacientih z dolgotrajno kateterizacijo oziroma zapletih 
pri uroinfektih (Pearson et al., 2008; Schaffer, Pearson, 2015).  
P. mirabilis tvori biofilme na površinah biološkega izvora kot tudi na neživih površinah, 
npr. na steklu, lateksu, silikonu in polistirenu. Biofilm, ki ga ustvari, je lahko iz ene same 
vrste bakterij ali ga sestavlja skupnost različnih vrst bakterij (Jacobsen, Shirtliff, 2011). 
Jones in sodelavci (2007) so ugotovili, da je P. mirabilis sposoben na različnih gojiščih 
tvoriti različne biofilme. V človeškem urinu in na plemenitih kovinah tvori biofilme s 
prehranjevalnimi kanali, ki so podobni glivnim strukturam. V umetnem urinu so opazili 
ploščati biofilm z roječimi celicami, ki je bil dvignjen nad površino. 
2.5.1.4 Escherichia coli  
E. coli je po Gramu negativna fakultativna anaerobna paličasta bakterija ter je tipična 
predstavnica enterobakterij (Gubina, 2002a). 
Sestavlja normalno mikrobioto črevesja ljudi in drugih sesalcev. Uporablja se jo kot testni 
mikroorganizem pri preizkušanju učinkovitosti razkužil in protimikrobnih zdravil in kot 
vektor za kloniranje genov. Prav tako je indikator fekalne kontaminacije vode (Gubina, 
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2002a). Virulentni sevi E. coli lahko povzročajo različne črevesne in zunaj črevesne 
bolezni, saj z virulentnimi dejavniki vplivajo na celične procese (Kaper et al., 2004). 
Za uropatogene seve so najznačilnejši virulentni dejavniki pili in fimbrije P in so povezani 
s pielonefritisom. Pri sevih, ki povzročajo meningitis, so prisotni kapsularni polisaharidni 
antigeni tipa K1 (Gubina, 2002a).  
E. coli lahko pridobi plazmide, ki prenašajo odpornost proti antibiotikom, tudi za tvorbo β-
laktamaz z razširjenim spektrom (ESBL) (Gubina, 2002a). 
Eden izmed vzrokov za razvoj odpornosti bakterij E. coli je tudi sposobnost oblikovanja 
biofilmov (Kaper et al., 2004). Med sevi E. coli lahko opazimo širok nabor strukturnih 
fenotipov biofilmov. Pojavljajo se biofilmi preproste ploščate oblike, kompaktni biofilmi 
in biofilmi mehke strukture, ki obkrožajo dolge in štrleče strukture (Reisner et al., 2006). 
2.5.1.5 Citrobacter freundii 
Pripada rodu Citrobacter iz družine Enterobacteriaceae, za katerega je značilno, da so 
ravni bacili, ki se nahajajo posamezno ali v parih. So fakultativni anaerobi, ki si pri gibanju 
pomagajo s peritrihnimi bički. Citrobacter freundii (C. freundii) spada med po Gramu 
negativne bakterije in je del normalne črevesne mikrobiote živali in ljudi. Prav tako jih 
lahko najdemo v vodi, prsti, kanalizaciji in hrani. Je oportunistični povzročitelj okužb pri 
starejših, imunsko oslabljenih in izčrpanih bolnikih (Wang et al., 2000). Za družino, katere 
član je C. freundii, so značilne okužbe, povezane z biofilmi, kot so bakterijski prostatitis, 
okužbe žolčnega trakta in infekcije, zaradi kateterizacije, ki se uvrščajo med najpogostejše 
bolnišnične okužbe (Bouza et al., 2001). 
2.5.1.6 Enterobacter aerogenes 
Rod Enterobacter, v katerega spada tudi Enterobacter aerogenes (E. aerogenes), spada v 
družino Enterobacteriaceae. Za rod Enterobacter je značilno, da so fakultativni anaerobi 
in po Gramu negativni bacili (Andlovic, 2002). Prav tako tvorijo biofilme (Soares et al., 
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2016). E. aerogenes je gibljiv zaradi peritrihnih bičkov (Diene et al, 2013). Optimalna 
vrednost pH za rast te bakterije je 7,0 in temperatura med 37 in 40 °C (Tanisho, 1998).  
Okužbe z enterobaktri so lahko eksogene ali endogene. Najdemo jih v blatu živali in ljudi, 
vodi, rastlinskem materialu, rastlinah, mlečnih izdelkih in žuželkah (Sanders, Sanders, 
1997).  
E. aerogenes je pomemben patogen zaradi njegove visoke odpornosti proti zdravilom, 
zlasti proti β-laktamskim antibiotikom. Posledično je odgovoren za bolnišnične okužbe, 
vključno z okužbami sečil in dihal, sepso, bakteriemijo in post kirurškimi okužbami (Arpin 
et al., 1996). 
Sevi E. aerogenes, ki so jih izolirali iz hospitaliziranih bolnikov, so kazali visoko 
odpornost proti antibiotikom širokega spektra, saj so sposobni spremeniti tarčno mesto za 
antibiotik v celici, lahko tvorijo specifične encime, ki dezaktivirajo antibiotike, povečajo 
neprepustnost celične stene s spremembo porinov ali s celičnimi črpalkami aktivno 
odstranjujejo antibiotik iz celic (Pitout et al., 1998).  
2.5.1.7 Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) je po Gramu negativna paličasta bakterija s 
kapsulo (Falade, Ayede, 2011), ki je ključna za virulentnost (Cryz et al., 1984). Sevi so 
lahko del normalne črevesne mikrobiote zdravih ljudi, ampak v manjšem številu 
(Andlovic, 2002).  
K. pneumoniae je sposobna rasti med 17 in 46 °C, optimalno rast pa doseže pri 35 °C. Med 
posameznimi sevi prihaja do manjših razlik v rasti pri višjih temperaturah (Tsuji et al., 
1982).  
K. pneumoniae je oportunistični patogen in lahko povzroča okužbe, povezane z 
zdravstvom (Chung, 2016). Primarno okužijo hospitalizirane ljudi z oslabljenim imunskim 
sistemom, kot so bolniki s kronično pljučno obstrukcijo in sladkorno boleznijo, 




Vse pogosteje se pojavljajo sevi K. pneumoniae, ki so odporni proti antibiotikom zaradi 
tvorbe β-laktamaz in karbapenemaz. Prav tako je sposobna tvoriti biofilme na napravah in 
pripomočkih, ki se uporabljajo pri diagnostiki in zdravljenju, kot je npr. urinski kateter. Le-
to pripomore k pojavu okužb, povezanih z zdravstvom, njihovi trdovratnosti in posledično 
odpornosti proti uporabljenim antibiotikom (Chung, 2016). 
Singla in sodelavci (2013) so preizkušali, kako antibiotiki iz različnih razredov vplivajo na 
različne faze rasti biofilma pri vrsti K. pneumoniae. Organizem so opazovali v naslednjih 
stopnjah rasti: planktonske celice v logaritemski in stacionarni fazi ter enoslojne in 
večslojne zrele biofilme. Ugotovili so, da so bile planktonske celice občutljivejše za 
antibiotike amikacin, ciprofloksacin, piperacilin, njihove minimalne baktericidne 
koncentracije (minimum bactericidal concentration – MBC) so bili enake ali celo do 
osemkrat višje od MIC. MBC za amikacin in ciprofloksacin sta bili za osemkrat oziroma 
štirikrat višji za že adhezirane celice v enem sloju kot za planktonske celice. Amikacin v 
koncentraciji 40 µg/mL je bil uspešen proti mladim biofilmom, ampak z zrelostjo oziroma 
starostjo biofilma je postal popolnoma neučinkovit. K večji odpornosti starejšega biofilma 
morda pripomore večja proizvodnja eksopolisaharidov. 
2.5.1.8 Streptococcus pyogenes 
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) spada v rod Streptococcus in je po Gramu pozitivni 
kok. Glede na značilne polisaharidne antigene v bakterijski celični steni ga po 
Lancefieldovi uvrščamo v skupino A. Njegov premer je približno 1 µm in se ureja v 
verižice. Ne tvori spor, je negibljiv in fakultativen anaerob. Njegov metabolizem je 
fermentativen. Bakterije iz rodu streptokokov imajo sposobnost oblikovanja kapsule iz 
hialuronske kisline in polisaharidov, s čimer se obranijo pred fagocitozo. S. pyogenes 
spada med β-hemolitične streptokoke. Za razliko od večine ostalih, po Gramu pozitivnih 
bakterij, so β-hemolitični streptokoki občutljivi za dokaj majhne količine penicilina (Seme, 




Lahko tvori mikrokolonije, kot tudi biofilme na tkivih in celicah gostiteljev. Posledično ta 
sposobnost veliko pripomore k njegovi patogenezi, saj je streptokok v biofilmu odporen 
proti antibiotikom, ki so namenjeni zdravljenju pacientov z okužbami s tem streptokokom 
(Fiedler et al., 2015). 
2.5.1.9 Microccus luteus 
Bakterijo, ki jo danes poznamo pod imenom Micrococcus luteus (M. luteus), je leta 1920 
odkril in poimenoval Alexander Fleming (Fleming, 1922). M. luteus je po Gramu pozitivna 
aerobna kroglasta bakterija, ki tvori oksidazo. Običajno se pojavljajo v grozdih, tetradah ali 
parih (Bannerman, Peacock, 2007), ne tvorijo spor in so negibljivi (Kocur et al., 2006). 
Lahko ga najdemo v prahu, zemlji, zraku, vodi in je del normalne mikrobiote sesalcev. 
Kolonizira tudi na človeku, in sicer v ustih, žrelu, zgornjih dihalih in sluznici. Je 
potencialno patogen, zlasti za paciente z nizko imunsko odpornostjo. Dobro je odporen 
proti pomanjkanju vode in visoki koncentraciji soli. Zelo dolgo lahko preživi v 
oligotrofnem okolju (Greenblatt et al., 2004). 
M. luteus tvori biofilme. Začetni korak za njegovo tvorjenje je povišanje vrednosti pH v 
okolju. Spremembe vrednosti pH so odvisne od koncentracije bakterijskih metabolitov 
(Matsuura et al., 2013).  Bakterija M. luteus je za delovanje razkužil občutljivejša kot na 
primer Listeria innocua, Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis, ki so jih izolirali iz 
očiščenih in razkuženih površin, ki prihajajo v stik s hrano. Vzrok za to se skriva v 
drugačni strukturi celične stene ali v tvorjenju monokulturnega biofilma (Królasik et al., 
2010).  
2.5.1.10 Staphylococcus aureus  
S. aureus spada v rod Staphyloccoccus, ki sodijo med po Gramu pozitivne koke. Le-ti se 
najpogosteje urejajo v značilne gruče. Izmed vseh vrst iz rodu Staphyloccoccus je S. 
aureus najpomembnejša patogena vrsta. Povzroči lahko lokalizirane gnojne okužbe 
kirurških ran, opeklin, kože in vnetja srednjega ušesa ter očesne veznice.  Ob lokaliziranem 
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gnojnem vnetju se lahko S. aureus razširi v kri, posledično lahko pride do osteomielitisa, 
endokarditisa, meningitisa, septičnega artritisa in sepse (Seme, 2002a). 
K virulentnosti vrste S. aureus med drugim pripomore kapsula, odpornost proti 
antibiotikom, prisotnost lipaze, koagulaze, hialuronidaze, fibronektina, proteina A in 
številni toksini z različnim delovanjem (Larkin et al,. 2009). S. aureus proizvaja široko 
paleto toksinov, ki lahko povzročajo različne bolezenske simptome. Med stafilokokne 
enterotoksine se uvršča družina devetih glavnih termostabilnih enterotoksinov, ki so 
najpogostejši vzrok za pojav gastroenteritisa zaradi zaužitja kontaminirane hrane (Balaban, 
Rasooly, 2000). Bakterija tvori enterotoksine v eksponencialni fazi, v začetku stacionarne 
faze in rasti populacije. To so eksotoksini, odporni proti nizkim vrednostim pH, visokim 
temperaturam in proteolitičim encimom, kar omogoči njihovo aktivnost v prebavnem 
traktu (Argudín et al., 2010). 
Vir resnih kliničnih težav je pojav proti meticilinu odpornih sevov S. aureus (MRSA), ki 
so odporni proti širokemu spektru antibiotikov. S. aureus je sposoben tvorjenja biofilmov. 
Biofilm nastane, ko se S. aureus pritrdi na podlago. V biofilmu so celice odpornejše proti 
delovanju protimikrobnih peptidov in antibiotikov (Giacometti et al., 2005). 
2.5.1.11 Bacillus cereus 
Vrsta B. cereus lahko uspeva v zelo različnih ekoloških nišah (Majed et al., 2016). B. 
cereus je po Gramu pozitiven aeroben sporogeni bacil. Z njim se lahko okužimo z 
okuženimi živili, ki so termično nezadostno obdelana. Pri tem se spore ne uničijo in lahko 
vzkalijo vegetativne oblike, ki tvorijo toksine. B. cereus povzroča gastrointestinalne težave 
in tudi zunajčrevesne okužbe. Poleg tega lahko povzroči sepso, meningitis, endokarditis ter 
okužbe oči in dihal. Izdeluje β-laktamaze, zato je neobčutljiv proti β-laktamskim 
antibiotikom (Gubina, 2002b). Za optimalno rast bakterije so potrebne vrednosti pH okolja 
od 6,0 do 7,0. Uspeva tudi v okolju z vrednostmi pH med 4,9 in 10,0 (Sutherland, Limond, 
1993).  
Tudi B. cereus je sposoben proizvodnje različnih biofilmov, ki se med seboj razlikujejo po 
nastanku in sestavi, kar je najverjetneje posledica prilagajanja bakterije različnim 
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značilnostim okolja. Različni sevi B. cereus lahko tvorijo plavajoče ali potopljene biofilme. 
V biofilme izločajo encime, metabolite, površinsko aktivne snovi, bakteriocine in toksine. 
Vse naštete snovi lahko vplivajo na okolje in/ali na biofilm. V biofilmu se B. cereus nahaja 
v vegetativni obliki ali v obliki pritrjenih spor. Spore so odpornejše proti postopkom 
čiščenja, razkužilom in drugim protimikrobnim sredstvom ne glede na to, ali so v biofilmu 
ali proste (Majed et al., 2016). 
2.5.1.12 Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis (B. subtilis) se uvršča v rod Bacillus, za katerega je značilno, da so po 
Gramu pozitivni aerobni bacili, ki so večinoma gibljivi in tvorijo spore. V okolju se 
nahajajo kot saprofiti v vodi, zemlji in na rastlinah. Poleg tega lahko preživijo v ekstremnih 
življenjskih okoljih, kot so gejzirji in morski mulj. B. subtilis je razširjen vsepovsod. 
Bolezni lahko povzroča pri imunsko oslabelih bolnikih in je zelo uporaben v farmacevtski 
industriji (Gubina, 2002b). 
B. subtilis je v laboratorijskih pogojih sposoben rasti v temperaturnem območju od 11 
(Budde et al., 2006) do 52 °C (Holtmann, Bremer, 2004). 
V neposrednem stiku z rastlinskimi koreninami uspeva veliko bakterijskih vrst. Nekatere 
so patogene, spet druge živijo v simbiozi (Ongena, Jacques, 2008). B. subtilis živi v 
simbiozi z rastlinami in tvori spojine, ki spodbujajo njihovo rast in obrambne mehanizme 
(Nagórska et al., 2007). Njegova sposobnost, da v rizosferi zmanjšuje okužbe z glivami in 
bakterijskimi patogeni, je povezana s tvorbo biofilma (Morikawa, 2006). 
V laboratorijskih pogojih B. subtilis tvori plavajoče biofilme na površini tekoče faze z 
zrakom ter kompleksne kolonije na površini trdnega gojišča. Obema tipoma biofilma sta 
skupni dve ključni sestavini, in sicer eksopolisaharidi (EPS) in protein amiloid za tvorjenje 
vlaken (TasA). Matriks povezuje majhen protein BslA (Branda, 2006). 
Pri izgradnji biofilma B. subtillis izloča zunajcelične polisaharide (EPS), matriks, ki je 
beljakovinska komponenta (TasA), na zunanji površini pa se nahaja hidrofobni protein 
(BslA) (Hobley et al., 2013). Kompleksne kolonije biofilmov so zelo hidrofobne, k čemur 
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pripomoreta EPS (Epstein, 2011) in BslA (Kobayashi, Iwano, 2012). Prav tako odbijajo 
kapljice vodnih raztopin organskih topil, vključno s 60 % etanolom, kar nakazuje na 
zaščitno vlogo biofilma proti okoljskim neugodnim pogojem (Epstein, 2011). 
2.5.1.13 Candida albicans 
C. albicans je gliva kvasovka, ki je normalno prisotna na koži in sluznici ustne votline, 
žrela ter prebavne poti. Do vdora v notranjost kože in v krvožilni sistem lahko pride ob 
poškodbi epitelija (Matos, 2002). Je zelo odporna proti okoljskim vplivom in uspeva tudi v 
območju vrednosti pH od 2 do 10 (Biswas et al., 2007). Njeno celično steno sestavlja 
notranji skeletni sloj iz polisaharidov in zunanji proteinski plašč. Plašč ima obliko mozaika 
in vsebuje 20 različnih vrst beljakovin, ki se kovalentno vežejo na skeletni del celične 
stene in imajo različne funkcije. Večji del beljakovin predstavljajo glikozil 
fosfatidilnozitolni proteini (GPI) (Klis et al., 2009).  
Izpostavljenost kvasovke C. albicans protimikotičnim sredstvom izzove takojšnji 
fenotipski odziv na povzročen stres in omogoči odpornost proti tem sredstvom (Cannon et 
al., 2007). Večina mehanizmov odpornosti proti protimikotičnim sredstvom je pogojena z 
genskimi mutacijami. Najpogostejše so mutacije tarčnih genov, proti katerim delujejo 
protimikrobna sredstva, encimov, ki skrbijo za presnovo in transkripcijskih faktorjev, kar 
povzroči pretiran genski odziv. Za navedene stabilne mutacije je potreben čas in so lahko 
dolgoročne (Perepnikhatka et al., 1999). 
2.5.1.14 Aspergillus niger 
V rod Aspergillus se uvršča raznolika skupina nitastih gliv (Hawksworth, 2011), ki so zelo 
razširjene v okolju. Najdemo jih v prahu, zemlji, zraku, kompostih, silosih in na 
razpadajočem rastlinju (Matos, 2002). Spore so prisotne skoraj povsod in zato smo jim 
lahko nenehno izpostavljeni, ampak na splošno ne škodijo zdravju (Bennett, 2010). So 
oportunistični patogeni tako za ljudi kot živali in lahko prizadenejo posameznike s slabo 
imunsko odpornostjo (Pitt, 1994). 
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Optimalna temperatura rasti sevov je med 24 in 37 °C ali celo do 40 °C. Optimalna vodna 
aktivnost znaša od 0,95 do 0,98 in vrednosti pH med 4 in 6,5. Gliva proizvaja ohratoksin A 
pri temperaturi med 15 in 40 ˚C in optimalni vodni aktivnosti med 0,96 do 0,99 (Alborch et 
al., 2011, Parra, Magan, 2004, Passamani et al., 2014). 
Aspergillus niger (A. niger) lahko poleg ohratoksina tvori še fuminizin, oba mikotoksina 
sta kancerogena (Frisvad et al., 2011), zlasti pa je znan po več vrstah aflatoksinov (Al-
Abdalall, 2009). 
Leta 1919 so glivo A. niger prvič industrijsko uporabili za pridobivanje citronske kisline s 
pomočjo fermentacije. Kljub temu da ima veliko mikroorganizmov sposobnost 
sintetiziranja citronske kisline, sev A. niger ostaja glavni industrijski proizvajalec citronske 
kisline (Max et al., 2010). Uporabljajo ga tudi za pridobivanje številnih encimov, kot so 
proteaze, pektinaze, amiloglukonidaze, hemicelulaze, celulaze, pektin esteraze, pektin 
liaze, endo- in eksopoligalakturonidaze, glukooksidaze in katalaze (Schuster et al., 2002). 
Uporablja se ga tudi na področju bioremediacije in predelave odpadkov (Coulibaly et 
al.,2002) ter za biotransformacijo ksenobiotikov (Frisvald et al., 2011). Zaradi njegove 
visoke stopnje rasti, odpornosti proti nizkim vrednostim pH (Hofmann et al., 2009) in 
visoke stopnje proizvodnje poliketidov (Nielsen et al., 2009) ga uporabljajo tudi za 
transformacijo gostiteljskih heterolognih proteinov in sekundarnih metabolitov (Hofmann 
et al., 2009). 
2.6 Povezava med odpornostjo mikroorganizmov proti razkužilom 
in odpornostjo proti antibiotikom 
Razkužila je treba izbirati pravilno in se izogibati nekritični uporabi. Treba je imeti znanje 
o delovanju razkužil, njihovi sestavi in namenski uporabi, da se lahko odločimo za ciljno 
uporabo, sicer obstaja nevarnost za razvoj odpornosti bakterij proti razkužilom (Dragaš, 
Škerl, 2004).  
Mehanizmi odpornosti mikroorganizmov proti razkužilom in antibiotikom si delijo veliko 
skupnih značilnosti. Obstajajo povezave med odpornostjo proti razkužilnim sredstvom in 
odpornostjo proti antibiotikom. Geni, ki pripomorejo k pridobitvi odpornosti, se nahajajo 
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na prenosljivih genskih elementih, kar olajša horizontalni prenos genov med 
mikroorganizmi. V okoljih, kjer se razkužilna sredstva pogosteje uporabljajo, poročajo o 
večji incidenci bakterij, odpornih proti razkužilom, v primerjavi z okolji, kjer se razkužila 
redkeje uporabljajo. Pogosta uporaba protimikrobnih snovi v domačem okolju, ki niso 
antibiotiki, lahko pripomorejo k pojavu proti antibiotikom odpornih bakterij kliničnega 
pomena (Heir et al., 2001). 
Kljub vse pogostejši uporabi biocidnih sredstev večina vrst bakterij in gliv ostaja zanje 
občutljiva. Povečana skrb zaradi morebitnega tveganja za pojav proti antibiotikom 
odpornih mikroorganizmov zaradi uporabe biocidnih sredstev v bolnišnicah, industriji in 
okolju je spodbudila drugo mednarodno konferenco na temo protimikrobnega raziskovanja 
v Lizboni novembra 2012. Ob zaključku konference so dejali, da tudi če vsako biocidno 
sredstvo izzove odpornost mikroorganizma proti njem, ne morejo enoznačno trditi, da ima 
to neposredno povezavo z odpornostjo proti antibiotikom (Oggioni et al., 2013). 
Khan in sodelavci (2016) pa so ugotovili, da lahko k odpornosti bakterij proti antibiotikom 
prispeva tudi razkuževanje pitne vode na osnovi klora. To lahko predstavlja tveganje za 
zdravje ljudi in pripomore k pojavu odpornih bakterij v naravnem okolju. 
Uporabo protimikrobnih sredstev in antibiotikov bi bilo treba omejiti in jih uporabiti samo 
takrat, ko je njihova uporaba nujno potrebna in učinkovita (Heir et al., 2001). Prav tako bi 
bilo treba pripraviti smernice za uporabo biocidnih sredstev v industriji in domačem 
gospodinjstvu ter spremljati njihovo porabo. V predklinične in klinične raziskave bi bilo 
treba vključiti tudi molekularne in genetske metode za spremljanje razvoja odpornosti proti 
biocidnim sredstvom v uporabi (Gnanadhas et al., 2013). 
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3 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je bil, ugotoviti možno protimikrobno učinkovitost nekaterih 
komercialno dostopnih kisov in ocetne kisline. 
3.1 Cilji magistrske naloge 
Zastavili smo si naslednje cilje: 
1. ugotoviti, ali različne vrste kisov oziroma ocetna kislina res delujejo zaviralno na 
razmnoževanje  testiranih mikroorganizmov; 
2. primerjati zaviralni učinek kisov oziroma ocetne kisline na različne po Gramu 
negativne in po Gramu pozitivne bakterije ter na glive. 
3.2 Hipoteze 
Na podlagi zastavljenih ciljev magistrske naloge smo si postavili sledeče hipoteze: 
 Hipoteza 1: Kis oziroma ocetna kislina bo zaviralno delovala na razmnoževanje 
testnih mikroorganizmov. 
 Hipoteza 2: Protimikrobni učinek kisov bo odvisen od odstotka deklarirane kislosti 
uporabljenega kisa. 
 Hipoteza 3: Testni mikroorganizmi se bodo med seboj razlikovali po občutljivosti 
na delovanje kisov in ocetne kisline.  
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4 MATERIAL IN METODE 
V poglavju material in metode je naveden material, ki smo ga potrebovali za izvedbo 
raziskave, in metode, ki smo se jih pri tem posluževali. 
4.1. Testni mikroorganizmi 
Za ugotavljanje protimikrobnega delovanja kisov in ocetne kisline smo uporabili 
standardne seve bakterij in gliv iz banke mikroorganizmov Chech Culture Collection of 
Microorganisms ter zbirke Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Ljubljana (IMI). 
Zamrznjene seve smo aktivirali s cepitvijo na gojišče BHI. Uporabili smo naslednje seve: 
Micrococcus luteus American Type Culture Collection (ATCC) 4698, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis CCM 7933, Proteus mirabilis ATCC 
29906, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus 
cereus CCM 2010
T
, Bacillus cereus ATCC 11778, Citrobacter freundii ATCC 43664, 
Enterobacter aerogenes ATCC 13049, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Bacillus 
subtilis ATCC 6633, Candida albicans IMI, Aspergillus niger IMI in Streptococcus 
pyogenes CCM 7418. 
4.2 Material 
V podpoglavju material so navedena uporabljena mikrobiološka gojišča, raztopine, kisi in 
ocetna kislina, laboratorijska oprema, naprave, pripomočki in program za obdelavo 
podatkov. 
4.2.1  Mikrobiološka gojišča, reagenti in raztopine  
Pri izvedbi metod za ugotavljanje protimikrobnega delovanja kisov in ocetne kisline smo 
uporabili naslednja mikrobiološka gojišča, ki smo jih pripravili po navodilih proizvajalcev. 
Odtehtali smo zahtevano količino gojišča v prahu in ga raztopili v destilirani vodi s 
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segrevanjem v mikrovalovni pečici, uravnali vrednost pH ter sterilizirali pri 121 ˚C 20 
minut.  
BHI (brain heart infusion) agar (Biolife, Italija). Pripravljeno gojišče smo uporabili pri 
aktivaciji sevov s cepitvijo na gojišče, metodi minimalne baktericidne koncentracije, 
dilucijski metodi, površinskem testu in izvedbi krivulje odmiranja oziroma suspenzijskem 
testu.  
BHI (brain heart infusion) bujon (Biolife, Italija). Pripravljeno gojišče smo uporabili pri 
dilucijski metodi, metodi minimalne baktericidne koncentracije, izvedbi krivulje 
odmiranja, površinskem in suspenzijskem testu.  
Mueller-Hinton agar (MH) in Mueller-Hinton bujon (Biolife, Italija) smo uporabili pri 
izvedbi difuzijske metode z diski. 
Gojišče za glive: Natehtali smo 5,7 g gojišča MH agarja, ki smo mu dodali 3 g glukoze in 
0,075 mg metilenskega modrila. Vse skupaj smo raztopili v 150 mL destilirane vode, 
segrevali in sterilizirali. Tako pripravljeno gojišče smo uporabili pri izvedbi difuzijske 
metode z diski. 
Sabouraud 4 % maltose agar smo uporabili pri aktivaciji glivnih sevov s cepitvijo na 
gojišče. 
V Tabeli 2 so navedena uporabljena gojišča za posamezno laboratorijsko metodo in testni 









Tabela 2: Uporabljena gojišča, metode, testni mikroorganizmi ter pogoji inkubacije 
GOJIŠČE  METODA TESTNI MIKROORGANIZEM  INKUBACIJA 
BHI agar 
(Biolife, Italija) 
· aktivacija sevov s cepitvijo na gojišče, 
· razredčevalna metoda (MIC, MBC), 
· krivulja odmiranja oz. suspenzisjki test,                         
· površinski test in                  
· membranska filtracija 
Micrococcus luteus ATCC 4698 37 ˚C/24 ur 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 37 ˚C/24 ur 
 Salmonella enteritidis CCM 7933 37 ˚C/24 ur 
Proteus mirabilis ATCC 29906 37 ˚C/24 ur 
Escherichia coli ATCC 35218 37 ˚C/24 ur 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37 ˚C/24 ur 
Streptococcus pyogenes CCM 7418 37 ˚C/24 ur 
Citrobacter freundii ATCC 43664 37 ˚C/24 ur 
Enterobacter aerogenes ATCC 13049 37 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus CCM 2010T 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus ATCC 11778 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus subtilis ATCC 6633 30 ˚C/24 ur 
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 37 ˚C/24 ur 
·razredčevalna metoda (MIC, MBC) 
·krivulja odmiranja oz. suspenzijski test,                         
·površinski test in                     
·membranska filtracija 
Candida albicans IMI 20–25 ˚C/3–5 dni 
Aspergillus niger IMI  20–25 ˚C/3–-5 
dni 
Gojišče za glive ·difuzijska metoda z diski 
Candida albicans IMI 20–25 ˚C/3–5 dni 
Aspergillus niger IMI  20–25 ˚C/3–5 dni 
BHI bujon 
(Biolife, Italija) 
· razredčevalna metoda (MIC, MBC) 
· krivulja odmiranja oz. suspenzijski test,                          
· površinski test in                            
· membranska filtracija 
Micrococcus luteus ATCC 4698 37 ˚C/24 ur 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 37 ˚C/24 ur 
 Salmonella enteritidis CCM 7933 37 ˚C/24 ur 
Proteus mirabilis ATCC 29906 37 ˚C/24 ur 
Escherichia coli ATCC 35218 37 ˚C/24 ur 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37 ˚C/24 ur 
Streptococcus pyogenes CCM 7418 37 ˚C/24 ur 
Citrobacter freundii ATCC 43664  37 ˚C/24 ur 
Enterobacter aerogenes ATCC 13049 37 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus CCM 2010T 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus ATCC 11778 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus subtilis ATCC 6633 30 ˚C/24 ur 
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 37 ˚C/24 ur 
Candida albicans IMI 20–25 ˚C/3–5 dni 
Aspergillus niger IMI  20–25 ˚C/3–5 dni 
MH agar in 
bujon (Biolife, 
Italija) 
·difuzijska metoda z diski 
Micrococcus luteus ATCC 4698 37 ˚C/24 ur 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 37 ˚C/24 ur 
 Salmonella enteritidis CCM 7933 37 ˚C/24 ur 
Proteus mirabilis ATCC 29906 37 ˚C/24 ur 
Escherichia coli ATCC 35218 37 ˚C/24 ur 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37 ˚C/24 ur 
Streptococcus pyogenes CCM 7418 37 ˚C/24 ur 
Citrobacter freundii ATCC 43664 37 ˚C/24 ur 
Enterobacter aerogenes ATCC 13049 37 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus CCM 2010T 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus cereus ATCC 11778 30 ˚C/24 ur 
 Bacillus subtilis ATCC 6633 30 ˚C/24 ur 
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 37 ˚C/24 ur 
Candida albicans IMI 20–25 ˚C/3–5 dni 
Aspergillus niger IMI  20–25 ˚C/3–5 dni 
Sabouraud 4 % 
maltose agar 
·aktivacija sevov 
Candida albicans IMI 20–25 ˚C/3–5 dni 
Aspergillus niger IMI  20–25 ˚C/3–5 dni 
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4.2.2 Raztopine  
Fiziološka raztopina: 0,9 % raztopina natrijevega klorida (Sigma-Aldrich 31434-1KG-R) 
(pH = 7,0 ± 0,2). V epruvetah po 9 in 10 mL sterilne fiziološke raztopine. 
Fosfatni pufer s soljo PBS (Phosphate-buffer saline): sestava 10-krat koncentriranega pufra 
PBS: 80 g NaCl (Sigma-Aldrich 31434-1KG-R), 2 g KCl (Sigma-Aldrich 31248-1KG), 
14,4 g Na2HPO4 (Sigma-Aldrich S0876-500G) in 2,4 g KH2PO4 (Carlo Erba 471686).  
Vrednost pH pufra (7 ± 0,2). 1-krat koncentrirani pufer PBS smo dobili tako, da smo 10-
krat koncentrirani pufer PBS razredčili z destilirano vodo v razmerju 1 : 9. Z njim smo 
napolnili epruvete po 10 mL in sterilizirali pri 121 ˚C/20 minut. 
4.2.3  Laboratorijska oprema, naprave in pripomočki 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali laboratorijske naprave in merilnike, ki so 
navedeni v Tabeli 3. 
4.2.4. Kisi in ocetna kislina 
Uporabili smo naslednje kise in ocetno kislino: 
 naravni 4 % vinski kis, proizvajalca A, 
 4 % vinski kis, proizvajalca B, 
 5 % jabolčni kis, proizvajalca B, 
 naravni 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, 
 5 % domači jabolčni kis, proizvajalca C, 
 9 % alkoholni kis, proizvajalca D, 
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 99,9 % ocetno kislino. Za pripravo različnih koncentracij ocetne kisline smo 
uporabili glacialno ocetno kislino (Carlo Erba CAS N 64-19-7, Code no 401422) in 
redčili s sterilno destilirano vodo. Pri difuzijski metodi smo uporabili 0,1 in 1 % 
ocetno kislino, pri razredčevalni metodi, površinskem testu in membranski filtraciji 
pa smo uporabili 1 % ocetno kislino. Začetna koncentracija ocetne kisline pri 
krivulji odmiranja (suspenzijskem testu) je bila 20 %, kljub temu jo navajamo kot 
99,9 % ocetno kislino, saj smo tudi ostale kise navajali z nerazredčeno stopnjo 
kislosti.  
Tabela 3: Uporabljene laboratorijske naprave in merilniki 
LABORATORIJSKE NAPRAVE IN MERILNIKI 
destilator vode Kambič (Slovenija) 
mikrovalovna pečica  Gorenje (Slovenija) 
hladilnik Gorenje (Slovenija) 
avtoklav Kambič A-21 CAV (Slovenija) 
vodna kopel Julabo (CV 31) 
vrtinčasto mešalo BioMerieux (Francija) 
magnetno mešalo  Color Squid (IKA, Nemčija) 
inkubator  
Kambič 1-50 (Slovenija) 
Memmert BE 200 (Nemčija) 
brezprašna komora  Iskra Pio M12 (Slovenija) 
čitalec mikrotiterskih plošč Tecan (Švica) 
elektronska tehtnica Mettler 
analogna tehtnica Mettler PN1210 
Uporabili smo naslednjo laboratorijsko opremo in pripomočke: sterilne petrijeve posode, 
pipete z nastavki (Eppendorf, Nemčija), steklenice (Duran, Schott, ZDA), erlenmajerice, 
čaše, epruvete s pokrovčki, steklene palčke, vrelne kroglice 2 mm Ø, steklene ploščice 11,8 
Ø, sterilne urinke (Delab), diske iz filter papirja 6 mm Ø, sterilne brise (Deltalab), 
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milimetrsko merilo, mikrotiterske plošče (96 utorčkov), sistem za membransko filtracijo in 
sterilne filtre za membransko filtracijo (Sartorius, 0,2 µm). 
4.3 Metode 
Uporabili smo različne metode, ki so predstavljene v naslednjih podpoglavjih. 
4.3.1 Pregled literature 
Pri pregledu literature smo uporabili podatkovne baze ScienceDirect, Web of Science, kjer 
smo iskali po naslednjih ključnih besedah: antimicrobial, antibacterial, antifungal, 
disinfection, vinegar, acetic acid, surfaces. V bazi PubMed pa smo uporabili ključne 
besede: surfaces, microorganisms, bacteria, fungus in vinegar.  
4.3.2 Laboratorijski del 
Ugotavljali smo zaviralni učinek kisov (navedeni v poglavju 4.2.4) oziroma ocetne kisline 
na testne standardne seve iz banke mikroorganizmov (navedeni v poglavju 4.1). Kratek 





4.3.2.1 Difuzijska metoda z diski 
Difuzijsko metodo z diski po Kirby-Bauerju smo z nekaj modifikacijami povzeli po 
EUCAST – European Committee on Antimicrobial susceptibility testing (2015). Z njo smo 
želeli dobiti kvalitativen podatek, ali kisi zavirajo rast testnih mikroorganizmov ali ne. 
V aseptični tehniki smo iz petrijevke z razžarjeno in ohlajeno cepilno zanko prenesli 
kulturo testnih sevov v epruveto z 9 mL sterilne fiziološke raztopine. Epruveto s fiziološko 
raztopino in kulturo smo dobro premešali na vrtinčastem mešalu ter preverili gostoto 
suspenzije z MacFarlandovo lestvico stopnje 0,5 in 1 in jo s sterilnimi brisi razmazali po 
površini gojišča MH ter nanj nanesli 8 sterilnih papirnatih diskov s premerom 6 mm. Nato 
smo na diske odpipetirali po 10 µL ustreznega kisa, ki smo mu predhodno izmerili 
vrednost pH. Po inkubaciji smo izmerili premere inhibicijskih con okrog diskov s kisi z 
milimetrskim merilom (EUCAST, 2015). Naredili smo tri paralelke za vsako kombinacijo 
testnega mikroorganizma in kisa ter eno kontrolo, kjer smo na diske namesto kisa 
odpipetirali sterilno destilirano vodo. Shemo izvedbe prikazuje Slika 2. 











4.3.2.2 Dilucijska ali razredčevalna metoda 
Razredčevalno metodo smo uporabili za ugotavljanje najnižje koncentracije kisa, ki še 
deluje zaviralno na razmnoževanje testnih sevov (minimalno inhibicijsko koncentracijo, 
MIC). Načelo izbrane metode je, da celice mikroorganizmov izpostavimo različnim 
zaporednim koncentracijam kisov in ugotavljamo, pri kateri koncentraciji kis zavira 
razmnoževanje (bakteriostatično delovanje) oziroma tudi uniči testni mikroorganizem 
(minimalna baktericidna koncentracija, MBC). 
Slika 2: Shema izvedbe difuzijske metode z diski 
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Pri izbrani metodi smo uporabili naravni 4 % vinski kis, proizvajalca A, 5 % jabolčni kis, 
proizvajalca B, 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, in 99,99 % ocetno kislino, ki so se 
izkazali kot najučinkovitejši proti testnim mikroorganizmom pri difuzijski metodi z diski. 
Razredčevalno metodo smo z nekaj spremembami izvedli po standardu CLSI – Clinical 
and Laboratory Standards Institute (2012).  
Minimalno koncentracijo izbranih kisov, ki še deluje zaviralno na razmnoževanje izbranih 
testnih mikroorganizmov, smo ugotavljali v treh paralelkah. Slika 3 prikazuje shematični 
prikaz razredčevalne metode. V vsaki mikrotiterski plošči smo testirali MIC enega kisa 
oziroma ocetne kisline na vseh 12 testnih sevih. V vrsticah od A do H so nanešene različne 










Legenda oznak na Sliki 3: M1–12 – testni mikroorganizmi: M1 – M. luteus ATCC 4698, M2 
– P. aeruginosa ATCC 27853, M3 – S. enteritidis CCM 7933, M4 – E. coli ATCC35218, 
M5 – S. aureus ATCC 25923, M6 – B. cereus CCM 2010
T
, M7 – C.  freundii ATCC 43664, 
M8 – E. aerogenes ATCC 13049, M9 – K. pneumoniae ATCC 700603, M10 – B. subtilis 
ATCC 6633, M11 – C. albicans IMI, M12 – S. pyogenes CCM 7418. 
Slika 3: Shema mikrotiterske plošče pri dilucijski metodi 
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PK: pozitivna kontrola posameznega mikroorganizma brez dodanega kisa oziroma ocetne 
kisline. 
V luknjice na mikrotiterski plošči s 96 utorčki smo dodali 50 µL izbrane koncentracije 
posameznega kisa oziroma ocetne kisline. V utorčke vrstice A smo odpipetirali 50 µL 
testiranih kisov oziroma ocetne kisline. V ostale utorčke smo najprej dodali po 50 µL 
bujona BHI in različne razredčitve kisov, tako da smo njihove koncentracije zaradi 
primerjave njihove učinkovitosti čim bolj poenotili. Zato so si naše koncentracije tako 
podobne, nekje pa smo jih uspeli poenotiti (Tabela 4). V utorčke vsakega stolpca od 1 do 





 CFU/mL. V vrstico H na mikrotiterski plošči smo dodali samo 
tekoče gojišče BHI s testnimi mikroorganizmi brez kisa, kar nam je služilo za pozitivno 
kontrolo rasti. Po nanosu smo mikrotiterske plošče inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po preteku 
inkubacijskega časa smo najprej vizualno ocenili prisotnost rasti testnih mikroorganizmov, 
nato pa še izmerili absorbanco (450 in 620 nm – Priloga 2). Najnižja koncentracija kisa v 
suspenziji, pri kateri ni bilo prisotne rasti testnih mikroorganizmov, je bila opredeljena kot 
MIC. MBC smo dobili tako, da smo kulturo iz luknjice z najvišjo koncentracijo, kjer smo 
opazili rast, in iz dveh naslednjih luknjic brez opazne rasti prenesli v obliki razmaza na 
trdo gojišče BHI in opazovali rast po inkubaciji 24 ur pri 37 °C (CLSI, 2012).  
Tabela 4: Koncentracija kisov v posameznih utorčkih na mikrotiterski plošči 
Oznaka 
utorčka 
KONCENTRACIJE KISOV V POSAMEZNIH UTORČKIH NA MIKROTITERSKI PLOŠČI 
99,99 % ocetna kislina 4 % vinski kis, 
proizvajalca A 
5 % jabolčni kis, 
proizvajalca B 
9 % alkoholni kis, 
proizvajalca A 
A 10 % 2 % 2,5 % 4,5 % 
B 5 % 1,8 % 2,25 % 3,375 % 
C 4,5 % 1,4 % 1,125 % 2,25 % 
D 2,25 % 1,125 % 0,5625 % 1,125 % 
E 1,125 % 0,5625 % 0,28125 % 0,5625 % 
F 0,5625 % 0,28125 % 0,140625 % 0,28125 % 
G 0,156 % 0,140625 % 0,0703125 % 0,140625 % 
H BHI bujon BHI bujon BHI bujon BHI bujon 
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4.3.2.3 Krivulja odmiranja oziroma time-kill test (suspenzijski test) 
Načelo testa je, da v kulturo bakterijskih celic v gojišču dodamo ustrezno koncentracijo 
kisa in v časovnih intervalih ugotavljamo njegov učinek na njihovo preživetje in število 
(Keepers et al., 2014). Bakteriostatičen učinek je v tem primeru definiran z zmanjšanjem 
števila bakterijskih celic za 3 log10 glede na rastno kontrolo bakterijske kulture brez 
protimikrobne snovi. 
Pri izvedbi krivulje odmiranja smo uporabili naravni 4 % vinski kis, proizvajalca A, 5 % 
jabolčni kis, proizvajalca B, 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, in 99,9 % ocetno kislino. 
Uporabili smo vse testne mikroorganizme, navedene v poglavju 4.1, razen sevov P. 
mirabilis ATCC 29906, za katerega je značilno rojenje kolonij in je bilo odčitavanje 
nenatančno, B. cereus ATCC 11778 je zelo šibko tvoril kolonije na gojišču, medtem ko je 
Aspergillus niger IMI imel predolg čas inkubacije. 
V epruvete smo odpipetirali po 2 mL 2-krat koncentriranega bujona BHI in dodali 20 µL 
prekonočne kulture testnih mikroorganizmov in dobro premešali. Tako smo dobili 




 CFU/mL, kar smo predhodno 
preverili z metodo štetja kolonij na gojišču. Pripravljene epruvete smo inkubirali 2 uri pri 
temperaturi 37 °C, da so celice prešle iz prilagoditvene v logaritemsko fazo. Po 2 urah smo 
v vsako epruveto z dodano kulturo odpipetirali 8 mL izbranega kisa (z namenom čim 
manjšega redčenja kisa) ter v eno izmed njih 8 mL sterilne destilirane vode, kar smo 
uporabili kot pozitivno kontrolo rasti testnega mikroorganizma. Tako smo dobili 
razredčitve kisa v razmerju 1 : 4. Uporabljene stopnje kislosti kisa in ocetne kisline so 
prikazane v Tabeli 5. Takoj ob dodatku kisa (t0) in nato v različnih časovnih intervalih 10, 
20, 30 minut smo ugotavljali padanje števila bakterij z metodo štetja kolonij, tako da smo 
vzeli 1 mL kulture s kisom, decimalno razredčevali v epruvetah z 9 mL sterilne fiziološke 
raztopine in ustrezne razredčitve prenesli po 1 mL na petrijevke ter jih vmešali v 
raztopljeno gojišče BHI. Ko se je gojišče strdilo, smo inkubirali pri ustreznih pogojih za 
vsak testni mikroorganizem. Nato smo prešteli porasle kolonije in rezultat podali kot 
CFU/mL (Keepers et al., 2014). Za vsako kombinacijo testnega mikroorganizma in kisa 
smo metodo dvakrat ponovili. Shemo izvedbe krivulje odmiranja prikazuje Slika 4. 
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Poleg štetja poraslih kultur smo v preliminarnem poskusu merili tudi vrednosti pH 
mešanice 2 mL 2-krat koncentriranega bujona BHI in 8 mL izbranega kisa oziroma ocetne 
kisline ter destilirane vode ob času t0 in t24. Odčitane vrednosti so predstavljene v Tabeli 6.  
Namen merjenja je bilo, ugotoviti protimikrobni učinek kisov zaradi vpliva znižanja 
vrednosti pH v gojišču, zato smo izmerili vrednost pH gojišča na začetku (t0) in na koncu 
poskusa (t24). Preliminarni poskus smo izvajali 24 ur. Pozneje smo se na podlagi rezultatov 
odločili, da zadostuje izvedba metode do 60 minut, saj po preteku 60 minut ni bilo več 
opaziti padca števila bakterij oziroma je bilo število pod 1 log10 oziroma 0 CFU/mL 
vzorca. Mnogokratniki MIC za posamezne kise in seve pri izvedbi krivulje odmiranja so 
navedeni v Prilogi 3 Tabela 15. 
Tabela 5: Koncentracija kisa in ocetne kisline po dodatku 2 mL 2-krat koncentriranega 
bujona BHI + 20 µL prekonočne kulture testnega mikroorganizma (ni upoštevano pri 
izračunu) + 8 mL izbranega kisa oziroma ocetne kisline 
IZBRANI KIS OZIROMA OCETNA KISLINA 
KONČNA UPORABLJENA STOPNJA KISLOSTI 
TESTIRANIH KISOV IN OCETNE KISLINE PRI 
KRIVULJI ODMIRANJA MIKROORGANIZMOV 
99,9 % ocetna kislina* 16 % 
4 % vinski kis 3,2 % 
5 % jabolčni kis 4 % 
9 % alkoholni kis 7,2 % 
Legenda: *ocetno kislino smo pred dodatkom k 2-krat koncentriranemu BHI bujonu in prekonočni kulturi 








Tabela 6: Povprečne vrednosti pH mešanic bujona BHI in kisa pri preliminarni študiji 
krivulje odmiranja pri vseh izvedenih poskusih ob začetku inkubacije (t0) in na koncu 
inkubacije po 24 urah (t24) 
MEŠANICA 2 mL 2-KRAT 
KONCENTRIRANEGA BUJONA BHI 
+ 8 mL KISA 
POVPREČNA VREDNOST PH 
Vrednost pH ob času t0 Vrednost pH ob času t24 
99,9 % ocetna kislina* 2,0 2,5 
4 % vinskega kisa 3,5 3,5 
5 % jabolčnega kisa 3,5 3,5 
9 % alkoholnega kisa 3,0 3,0 
Destilirana vode 7,0 7,0 
Legenda: *ocetno kislino smo pred dodatkom k 2-krat koncentriranemu BHI bujonu in prekonočni kulturi 




4.3.2.4 Površinski test 
Pri izvedbi smo upoštevali standardni površinski test (SIST EN 13697, 2015) z določenimi 
prilagoditvami. Namen površinskega testa je bil, ugotoviti razliko v številu celic 
Slika 4: Shema izvedbe krivulje odmiranja (suspenzijski test) 
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mikroorganizmov na površini pred nanosom razkužila in po njegovem nanosu z 
upoštevanjem kontaktnega časa (Tyler, Ayliffe, 1987). 
Za površinski test smo uporabili naravni 4 % vinski kis, proizvajalca A, 5 % jabolčni kis, 
proizvajalca B, 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, in 99,9 % ocetno kislino. Vključili smo 
vse testne mikroorganizme, navedene v poglavju 4.1, razen sevov P. mirabilis ATCC 
29906, B. cereus ATCC 11778 in Aspergillus niger (IMI). 
Za izvedbo površinskega testa smo uporabili okrogle sterilne steklene ploščice, premera 
11,8 mm. Pripravili smo si 5 steklenih ploščic za čas t0 in t10 ter 6 steklenih ploščic za čas 
t5. Steklene ploščice smo položili na petrijevko, na katero smo označili, na katero stekleno 
ploščico bomo nanesli kateri kis in kam sterilno vodo za kontrolo rasti bakterijske kulture.  





 CFU/mL na steklene ploščice. Petrijevke s steklenimi ploščicami smo 
prenesli v brezprašno komoro in petrijevke pustili malo odprte. Ko se je bakterijska 
suspenzija na steklenih ploščicah posušila (največ 1 uro pri 20–25 °C), smo petrijevke vzeli 
iz komore in na steklene ploščice nanesli po 50 µL izbranega kisa oziroma sterilne vode za 
pozitivno kontrolo ter pustili delovati 0, 5 in 10 minut. Steklene ploščice smo takoj po 5 in 
10 minutah prenesli v pufer PBS s steklenimi kroglicami ter mešali 1 minuto na 
stresalniku, da smo celice sevov odstranili s ploščic v pufer. Nato smo 1 mL suspenzije 
bakterijskih celic v pufru PBS decimalno razredčevali, po 1 mL prenesli na petrijevke in 
prelili z raztopljenim gojiščem BHI in inkubirali pri ustreznih pogojih za posamezen 
mikroorganizem. Nato smo prešteli porasle kolonije. 
Ker smo želeli preveriti, ali so katere izmed bakterijskih celic ostale pritrjene na steklenih 
ploščicah, smo ploščice iz epruvet s pufrom prenesli v epruvete z 9 mL fiziološke 
raztopine, zelo previdno na hitro premešali, da smo odstranili nepritrjene celice, ki so bile 
drugače v pufru, jih prenesli v petrijevke ter jih prelili z raztopljenim gojiščem BHI. Tako 
smo ugotovili, kako uspešni smo bili pri spiranju mikroorganizmov iz steklenih ploščic. 
Shemo izvedbe površinskega testa prikazuje Slika 5. 
Učinkovitost kisov proti testnim mikroorganizmom smo izračunali na podlagi logaritmično 
spremenjenega števila bakterij in gliv, izraženega v log10 vrednostih, ki so bile 
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izpostavljene različnim kisom v primerjavi s pozitivno kontrolo, kjer smo namesto kisa 
uporabili destilirano vodo. 
Za vsako kombinacijo testnega mikroorganizma in kisa smo izvedli tri paralelke in hkrati 
tudi rastno kontrolo, kjer smo namesto kisa nanesli sterilno vodo. Prav tako smo izvedli 
tudi preizkus toksičnosti nevtralizacijskega sredstva (pufra PBS) tako, da smo na steklene 
ploščice namesto kisa nanesli pufer PBS, pustili delovati 5 minut in decimalno razredčevali 
do 10
-6
. Število celic bi moralo biti enako kot pri pozitivni kontroli. Sam postopek je bil 
enak kot pri kisih. Nato smo primerjali število mikroorganizmov med pozitivno kontrolo in 




Slika 5: Shema izvedbe površinskega testa 
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4.3.2.5 Metoda membranske filtracije 
Metodo membranske filtracije smo izvedli z namenom ugotavljanja baktericidnega 
delovanja kisov na bakterijske celice. Uporabili smo naravni 4 % vinski kis, proizvajalca 
A, 5 % jabolčni kis, proizvajalca B, 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, in 99,9 % ocetno 
kislino. Vključili smo vse testne mikroorganizme, navedene v poglavju 4.1, razen seva P. 
mirabilis ATCC 29906, B. cereus ATCC 11778 in A. niger IMI.  Sev A. niger smo iz 
metode izključili zaradi njegove slabe rasti in dolge inkubacije. 
Metodo membranske filtracije smo z nekaj spremembami izvedli po standardih SIST EN 
1040:2001 in SIST EN 1275:2001. 
Uporabili smo aparaturo za filtracijo vode s filtri s premerom 6 cm in velikostjo por 0,2 µm 
(Sartorius), saj smo želeli, da testni mikroorganizmi ob filtraciji ostanejo na površini filtra 
in tako ugotavljali občutljivost mikroorganizmov na testirane kise in ocetno kislino.  
Testno suspenzijo mikroorganizmov smo pripravili tako, da smo v 2 mL 2-krat 
koncentriranega bujona BHI odpipetirali 20 µL prekonočne kulture, dobro premešali in 
inkubirali 2 uri pri 37 °C. Dobili smo koncentracijo celic sevov od  105 do 106 CFU/mL.  
Po 2 urah smo dodali 8 mL kisa, v kontrolo rasti pa enako količino sterilne destilirane 
vode. Počakali smo 5 minut in 0,1 ml suspenzije s kisom prenesli na filter papir. Spirali 
smo 3-krat po 50 mL sterilne fiziološke raztopine, da smo nevtralizirali učinek kisov in 
nato filter papir prenesli na petrijevke z gojiščem BHI. Med posamezno filtracijo smo 
aparaturo spirali s sterilno destilirano vodo. 
Za vsako kombinacijo testnega mikroorganizma ter kisa in destilirane vode smo izvedli 
















Slika 6: Shema izvedbe membranske filtracije 
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4.3.2.6 Obdelava podatkov 
Pri obdelavi podatkov in rezultatov eksperimentalnega dela smo uporabili program 




V tem poglavju so predstavljeni rezultati petih laboratorijskih metod. 
5.1 Difuzijska metoda z diski 
Z difuzijsko metodo z diski smo ugotavljali zaviralni učinek dveh 9 % alkoholnih kisov, 
proizvajalcev A in D, dveh 5 % jabolčnih kisov, proizvajalcev B in C, dveh 4 % vinskih 
kisov, proizvajalcev A in B, ter 1 % in 0,1 % ocetne kisline na 15 testnih sevov bakterij in 
gliv. Rezultati (premeri inhibicijskih con okrog diskov) so podani kot povprečne vrednosti 
vseh treh paralelk, slike z rezultati za posamezen kis oziroma ocetno kislini so podane v 
Prilogi 1. 
Ob nanosu 0,1 % ocetne kisline na disk je največji premer inhibicijske cone nastal pri sevu 
M. luteus, in sicer 6,75 mm, kar pomeni, da je bila bakterija zanjo najbolj občutljiva. Po 
občutljivosti so sledile bakterije P. aeruginosa, S. enteritidis in K. pneumoniae, katerih 
premer inhibicijske cone je znašal 6,33 mm, ter C.  freundii s premerom inhibicijske cone 
6,17 mm. Pri vseh ostalih testnih mikroorganizmih je premer inhibicijske cone znašal 6 
mm, toliko kot znaša sam premer diska, kar pomeni, da ta koncentracija ocetne kisline 
nanje ni delovala zaviralno (Slika 50).  
Pri uporabi 1 % ocetne kisline je največji premer inhibicijske cone prav tako nastal pri 
bakteriji M. luteus, in sicer 19 mm. Drugi največji premer inhibicijske cone je nastal pri 
bakteriji, vrste S. pyogenes, in je znašal 18 mm. Pri sevih S. enteritidis, P.  mirabilis  in E. 
coli je premer inhibicijske cone znašal samo 6 mm (Slika 51). 
Največje premere inhibicijske cone ob nanosu 4 % naravnega vinskega kisa, proizvajalca 
A,  smo izmerili pri sevu C. freundii (9,33 mm), sevu P. aeruginosa (8,33 mm), pri sevu 
M. luteus (7,75 mm) in pri sevu S. pyogenes (7,50 mm). Pri vseh ostalih testnih organizmih 




Po nanosu 4 % vinskega kisa, proizvajalca B, smo največji premer inhibicijske cone 
izmerili spet pri sevu M. luteus, in sicer 8,75 mm, sledi sev C. freundii (7,83 mm) in tretji 
sev S. pyogenes (7,50 mm). Pri sevu B. cereus smo izmerili premer inhibicijske cone 7,00 
mm, medtem ko je bil premer inhibicijske cone pri vseh ostalih testnih organizmih manjši 
od 7 mm. Pri devetih testnih organizmih inhibicijske cone ni bilo (Slika 53). 
Po nanosu 5 % jabolčnega kisa, proizvajalca B, smo največji premer inhibicijske cone 
izmerili spet pri sevih M. luteus (9 mm), S. pyogenes (8,00 mm) in glivi A. niger (7,75 
mm). Ostali testni organizmi so imeli manjše premere inhibicijskih con, pri štirih 
inhibicijske cone nismo zaznali (Slika 54). 
Največji premer inhibicijske cone po nanosu 5 % domačega jabolčnega kisa, proizvajalca 
C, smo izmerili zopet pri sevu M. luteus (12,5 mm). Drugi največji premer inhibicijske 
cone smo izmerili pri sevu C. freundii (8,5 mm) in tretji pri sevu B. cereus (7,17 mm) 
(Slika 55). 
Ob uporabi 9 % naravnega alkoholnega kisa, proizvajalca A, je bil najbolj občutljiv sev M. 
luteus, katerega premer inhibicijske cone je znašal 17,00 mm. Po občutljivosti so mu sledili 
sevi S. pyogenes (15,5 mm), B. subtilis (9,83 mm)  ter C. freundii in E. aerogenes (9 mm). 
Pri sevih P. mirabilis, E. coli in B. cereus inhibicijske cone nismo zaznali (Slika 56). 
Največji premer inhibicijske cone ob uporabi 9 % alkoholnega kisa, proizvajalca D, smo 
izmerili spet pri sevu M. luteus (21 mm). Po občutljivosti so mu sledili sevi S. pyogenes 
(12,5 mm), B. cereus (12,33 mm), C. freundii (11,17 mm) in E. aerogenes (10,17 mm). Pri 
sevih S. enetritidis, P. mirabilis in E. coli inhibicijske cone ni bilo (Slika 57). 
Vsi povprečni premeri inhibicijskih con in standardni odkloni za vsak testni 
mikroorganizem ob nanosu vseh kisov in ocetne kisline so zbrani v Prilogi 1 na Sliki 58. 
Povprečni premeri inhibicijskih con treh meritev pri posameznih testnih organizmih za vse 
vrste kisov so predstavljeni na Sliki 7. Povprečno najbolj občutljiv mikroorganizem z 
največjim premerom inhibicijske cone glede na vse vrste kisov je M. luteus s povprečnim 
premerom 12,72 mm. Po občutljivosti mu s premerom inhibicijske cone 10,19 mm sledi 
sev S. pyogenes. Med občutljivejšimi so še sevi C. freundii (8,88 mm), B. cereus ATCC 
2010 (8,19 mm) in B. subtilis (8,06 mm). Povprečno najmanj občutljivi na katerikoli kis in 
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koncentracijo so sevi P. mirabilis in E. coli brez opazne inhibicijske cone in B. cereus 
ATCC 11778 s premerom 6,04 mm.  
Glivi C. albicans in A. niger sta imeli na gojišču MH, obogatenim z glukozo (gojišče za 











Legenda: 6 mm premer diska, inhibicijske cone ni bilo 
 
Povprečni premeri inhibicijskih con za vse mikroorganizme ob uporabi posameznih kisov 
so prikazani na Sliki 8. Največji povprečni premer inhibicijske cone (9,54 mm) so imeli 
testni mikroorganizmi ob nanosu 1 % ocetne kisline. Drugi najučinkovitejši je bil 9 % 
alkoholni kis, proizvajalca D (9,09 mm). Najmanj učinkovita je bila 0,1 % ocetna kislina, 
saj je povprečen premer inhibicijske cone za vse testne mikroorganizme znašal 6,11 mm. 
Slika 7: Povprečni premeri inhibicijskih con in standardni odkloni pri 









Legenda: 6 mm premer diska, inhibicijske cone ni bilo 
5.2 Rezultati dilucijske oziroma razredčevalne metode 
Predstavljeni rezultati so izračunani kot povprečje treh paralelk za vsak mikroorganizem in 
uporabljen kis. MIC pri sevu M. luteus in uporabi ocetne kisline znaša manj kot 0,16 % 
stopnje kislosti. Pri izvedbi metode je bil to namreč najnižji odstotek stopnje kislosti ocetne 
kisline, ki smo jo uporabili. Pri testiranju 4 % vinskega kisa je MIC pri sevu M. luteus 
znašal manj kot 0,14 % stopnje kislosti. Prav tako znaša MIC manj kot 0,14 % stopnje 
kislosti pri S. pyogenes ob uporabi 9 % alkoholnega kisa in manj kot 0,16 % stopnje 
kislosti ob uporabi ocetne kisline. Pri sevu A. niger je bila vrednost MIC pod 0,14 % 
stopnje kislosti ob uporabi 9 % alkoholnega kisa. Najvišja MIC je bila odčitana pri sevih E. 
coli in E. aerogenes ob uporabi 5 % jabolčnega kisa in je znašala 0,39 % stopnje kislosti. 
Ob uporabi 9 % alkoholnega kisa je bila najvišja odčitana vrednost MIC 0,28 % stopnje 
kislosti pri sevih S. enteritidis, E. coli, B. cereus, E. aerogenes in C. albicans. Najvišja 
Slika 8: Povprečni premeri inhibicijskih con in standardni odkloni za vse 
testne mikroorganizme, izpostavljene posameznim kisom in ocetni kislini 
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MIC ob uporabi 4 % vinskega kisa pa je bila 0,28 % stopnje kislosti pri C. albicans. Vsi 








Najnižjo povprečno MIC pri vseh testnih mikroorganizmih je imela 99,9 % ocetna kislina, 
kar pomeni, da so že zelo nizke koncentracije zavirale rast testnih mikroorganizmov. 
Najvišjo povprečno MIC pa smo zasledili pri 5 % jabolčnem kisu, proizvajalca B (Slika 
10). 
Najnižja MBC je znašala manj kot 0,14 % pri  sevu A. niger ob uporabi 9 % alkoholnega 
kisa in 4 % vinskega kisa in manj kot 0,07 % ob uporabi 5 % jabolčnega kisa. Prav tako je 
najnižja MBC pri sevu S. pyogenes ob uporabi 1 % ocetne kisline znašala manj kot 0,16 % 
in pri sevu M. luteus ob uporabi 4 % vinskega kisa manj kot 0,14 %. Njihovo rast so 
zavirali že hlapi ocetne kisline in kisov. Najvišjo MBC smo odčitali pri sevu S. enteritidis 
ob uporabi 4 % vinskega kisa in je znašala 0,66 %. Sledila ji je MBC vrednosti 0,56 % ob 
uporabi 9 % alkoholnega kisa pri sevih E. coli, S. aureus in S. pyogenes. Rezultati so 
prikazani na Sliki 11. 









5 % jabolčni kis, proizvajalca B, je imel najnižjo MBC. Najvišjo MBC je presenetljivo 
imel 9 % alkoholni kis proizvajalca A (Slika 12).  
Rezultati meritev absorbance mikrotiterskih plošč za posamezne kise in ocetno kislino so 
podani v Prilogi 2. V večini primerov se lepo vidi, da z nižjo koncentracijo kisa narašča 
vrednost absorbance in s tem gostota celic. 
5.3 Rezultati krivulje odmiranja (suspenzijski test) 
Rezultati krivulje odmiranja oziroma suspenzijskega testa so podani kot povprečje dveh 
paralelk za vsak testni mikroorganizem in vrsto kisa. 
Začetna koncentracija celic seva M. luteus je bila pri rastni kontroli kot tudi pri testni 
suspenziji pred dodatkom kisa 3,93  log10 CFU/mL, takoj po dodatku 4 % vinskega kisa ob 
t0 je padla na 1,24 log10 CFU/mL, pri vseh ostalih kisih pa do 0 log10 CFU/mL. Tako je 
bilo za vse vrste kisov ob vseh časovnih intervalih, razen ob času t10 po dodatku 5 % 





jabolčnega kisa, ko je koncentracija celic M. luteus znašala 0,60 log10 CFU/mL, kar 










Začetna  koncentracija celic P. aeruginosa je bila pri rastni kontroli in testni suspenziji 
pred dodatkom kisa 5,42 log10 CFU/mL. Takoj po dodatku (t0) 4 % vinskega kisa je 
koncentracija celic P. aeruginosa padla na 1,74 log10 CFU/mL in ob času t10 na 1,30 log10 
CFU/mL. Takoj po dodatku vseh ostalih kisov je koncentracija celic P. aeruginosa padla 
na 0 log10 CFU/mL. Krivuljo odmiranja za sev P. aeruginosa smo spremljali 60 minut in 






Slika 13: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Micrococcus luteus ob 























Slika 14: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Pseudomonas aeruginosa 
ob prisotnosti kisov in ocetne kisline v bakterijski suspenziji po različnih 
časih izpostavljenosti 
Slika 15: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Salmonella enteritidis ob 





Koncentracije celic S. enteritidis v rastni kontroli ob času t0 zaradi preraščenosti gojišča 
nismo mogli odčitati. Koncentracije celic ob času t10 pa je znašala 7,5 log10 CFU/mL in se 
je zmanjšala na 0 log10 CFU/mL takoj po dodatku kisov, razen ob dodatku 4 % vinskega 
kisa (Slika 15). Prav tako je po 10 minutah delovanja pri vseh kisih in 99,9 % ocetni kislini 
koncentracija celic E. coli padla na 0 log10 CFU/mL. Na gojiščih po 10 minutah ni porasla 












Ob času t0 je bila začetna koncentracija celic S. aureus pri rastni kontroli in testni 
suspenziji 5,05 log10 CFU/mL, ob dodatku 99,9  % ocetne kisline pa je takoj padla na 0 
log10 CFU/mL, pri 9 % alkoholnem kisu na 0,75 log10 CFU/mL, pri 5 % jabolčnem kisu na 
4,30 log10 CFU/mL in pri 4 % vinskem kisu na 4,66 log10 CFU/mL. Pri 9 % alkoholnem 
kisu je ob času t10 koncentracija celic padla na 0 log10 CFU/mL, pri 5 % jabolčnem kisu na 
0 log10 CFU/mL ob času t20. Pri 4 % vinskem kisu je koncentracija celic S. aureus padla 
na 0 log10 CFU/mL šele ob času t60, kar je prikazano na Sliki 17. 
Slika 16: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Escherichia coli ob 













Začetna koncentracija celic seva B. cereus v rastni kontroli in v testni suspenziji je bila 
7,70 log10 CFU/mL. Ob dodatku 4 % vinskega kisa in 5 % jabolčnega kisa se je znižala ob 
času t0 na 5,03 log10 CFU/mL, ob dodatku 9 % alkoholnega kisa pa na 1,3 log10 CFU/mL. 
Slika 18 prikazuje, da je bil sev B. cereus najmanj občutljiv proti 4 % vinskemu kisu. 
Število celic seva C. freundii v kontroli je od začetne koncentracije 5,8 log10 CFU/mL 
naraščalo od časovnega intervala t0 do t20, nato pa je začelo število celic padati. V vseh 
časovnih intervalih in za vse vrste kisa je bila koncentracija celic seva C. freundii enaka 0 
log10 CFU/mL, razen takoj po dodatku 4 % vinskega kisa ob času t0, ko je bila 




Slika 17: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Staphylococcus aureus 

























Slika 18: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Bacillus cereus ob 
prisotnosti kisov in ocetne kisline v bakterijski suspenziji po različnih časih 
izpostavljenosti 
Slika 19: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Citrobacter freundii ob 





Pri poskusu s sevom E. aerogenes smo pri kontroli zaznali stalno povečevanje 
koncentracije bakterijskih celic v odvisnosti od časa. Od začetne koncentracije 6,01 log10 
CFU/mL ob času t0 je število narastlo do 8,48 log10 CFU/mL ob času t60. Takoj po dodatku 
ocetne kisline je koncentracija celic od začetne 6,01 log10 CFU/mL padla na 0 log10 
CFU/mL in ob času t10 spet narastla na 2,24 log10 CFU/mL, nato pa spet padla na 0 log10 
CFU/mL. Razlog je lahko tudi napaka v štetju poraslih kolonij. Pri uporabi 4 % vinskega 
kisa se je koncentracija celic takoj po dodatku ob času t0 znižala na 0,13 log10 CFU/mL ter 
nato padla na 0 log10 CFU/mL in tako ostala do konca odčitavanja. Pri preizkusu s 5 % 
jabolčnim kisom je koncentracija celic ob času t0 padla na 0,43 log10 CFU/mL ter ob t20 na 
0 log10 CFU/mL. Pri uporabi 9 % alkoholnega kisa je bila koncentracija celic skozi celotno 
časovno obdobje 0 log10 CFU/mL, razen ob času t30 je bilo povprečje koncentracije celic 












Pri kontroli in začetni suspenziji seva K. pneumoniae pred dodatkom kisa je bila ob času t0 
koncentracija celic 7,28 log10 CFU/mL. Takoj po dodatku katerega koli kisa je 
Slika 20: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Enterobacter aerogenes 















Slika 22 prikazuje rezultate zaviranja rasti seva B. subtilis. Število celic se je takoj ob 
dodatku kisa oziroma ocetne kisline znižalo iz 4,6 log CFU/mL za več kot 4 log10. Ob času 
t0 je samo ob uporabi 4 % vinskega kisa koncentracija celic B. subtilis znašala 0,5 log 







Slika 21: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Klebsiella pneumoniae 













Koncentracija celic seva C. albicans se je pri kontrolni suspenziji brez dodanih kisov skozi 
celoten interval opazovanja gibala med 4 in 5 log10 CFU/mL. Takoj po dodatku ocetne 
kisline in alkoholnega kisa A pa je pri testnih suspenzijah koncentracija celic padla na 0 
log10 CFU/mL. Jabolčni kis B in vinski kis A pa sta koncentracijo števila celic znižala na  0 
log10 CFU/mL šele po 10 minutah delovanja. Rezultati so prikazani na Sliki 23. 
Koncentracija celic pri kontroli seva S. pyogenes brez dodanih kisov se je gibala skozi 
celotni časovni interval opazovanja med 3,7 in 4,2 log10 CFU/mL. Po dodatku vseh kisov 
ob vseh odčitanih časovnih intervalih pri testnih suspenzijah se je koncentracija iz 4,2 log10 
CFU/mL znižala na 0 log10 CFU/mL, kar prikazuje Slika 24. Na gojišču ni porastla nobena 
kolonija. 
Slika 22: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Bacillus subtilis ob 

























Slika 23: Rezultati preživetja celic seva Candida albicans v prisotnosti kisov 
in ocetne kisline po različnih časih izpostavljenosti 
Slika 24: Rezultati preživetja bakterijskih celic seva Streptococcus pyogenes v 




Pri tej metodi se je za najbolj učinkovitega izkazal 9 % alkoholni kis, proizvajalca A, 
sledila mu je 99,9 % ocetna kislina. Najmanj učinkovita sta bila 4 % vinski kis, 
proizvajalca A, in 5 % jabolčni kis, proizvajalca B. Povprečno sta bila najobčutljivejša 
seva S. pyogenes in K. pneumoniae. Na vse seve so vsi testirani kisi in ocetna kislina 
delovali baktericidno, razen na seva S. aureus in B. cereus. Nanju sta baktericidno delovala 
le 9 % alkoholni kis in 99,9 % ocetna kislina. 
5.4 Rezultati površinskega testa 
Celice testnih mikroorganizmov smo na steklenih ploščicah osušili in nanje nanesli 
nerazredčene kise in ocetno kislino. V časovnih intervalih 0, 5 in 10 minut smo ploščice 
sprali s pufrom, da smo kise odstranili in prekinili njihovo delovanje. Celice smo odstranili 
s ploščic, prenesli v pufer in v tej suspenziji ugotavljali število CFU na trdnem gojišču. Na 
ta način smo ponazorili sistem adhezije na suhih površinah in učinkovanje kisov nanje. S 
prenosom ploščice v epruveto s pufrom PBS po 0, 5 in 10 minutah smo nevtralizirali pH in 
tako razredčili kise, da smo preprečili njihovo nadaljnje delovanje na seve. 
Površinski test za bakterijo M. luteus smo izvedli samo ob takojšnjem dodatku kisa 
oziroma ocetne kisline in po 5 minutnem delovanju, saj nadaljnje meritve niso bile 
zanesljive. Iz Slike 25 razberemo boljšo učinkovitost 9 % alkoholnega kisa ob takojšnjem 
delovanju na celice M. luteus kot po 5 minutah delovanja. Razlog je lahko tudi v 
nenatančnosti izvedbe. 1 % ocetna kislina je delovala šibko protimikrobno. Po 5 minutah 
delovanja je 5 % jabolčni kis uspel znižati koncentracijo celic M. luteus za 3,6 log10 
















Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Slika 26 prikazuje dobro preživetje celic rastne kontrole seva P. aeruginosa po dodatku 
destilirane vode, ki je znašala med 5,7 in 6,0 log10 CFU/mL. Takoj po dodatku 9 % 
alkoholnega kisa in 5 % jabolčnega kisa je koncentracija celic padla na 1 log10 CFU/mL in 
pri alkoholnem kisu ostala enaka do konca opazovanja, medtem ko se je pri 5 % jabolčnem 
kisu po 10 minutah delovanja rahlo dvignila. Tudi 4 % vinski kis in 1 % ocetna kislina sta 
po 10 minutnem delovanju znižala koncentracijo celic P. aeruginosa. 
Slika 25: Vpliv kisov na preživetje seva Micrococcus luteus na površini po 











Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Ob času t5 so 9 % alkoholni kis, 4 % vinski kis in 1 % ocetna kislina znižali koncentracijo 
celic seva S. enteritidis na 1 log10 CFU/mL. Po 10-minutnem delovanju je koncentracija 
celic po uporabi 9 % alkoholnega kisa, 5 % jabolčnega kisa in 1 % ocetne kisline znašala 1 
log10 CFU/mL. Število celic je rahlo znižal tudi uporabljen nevtralizator, kar je verjetno 






Slika 26: Vpliv kisov na preživetje seva Pseudomonas aeruginosa na površini 











Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Število celic E. coli na ploščicah je bilo ob času t0 5,8 log10 CFU/mL, ob času t5 6,3 log10 
CFU/mL in ob t10 5,3 log10 CFU/mL. Takoj po dodatku 9 % alkoholnega kisa je 
koncentracija celic padla na 1 log10 CFU/mL in tako ostala skozi celoten čas opazovanja. 
1 % ocetna kislina po 10 minutah delovanja ni uspela znižati koncentracije celic E. coli za 
več kot 1 log10. Uporabljen nevtralizator je rahlo znižal število celic, kar je verjetno 
posledica odstranjevanja celic s ploščic (Slika 28). 
Slika 27: Vpliv kisov na preživetje seva Salmonella enteritidis na površini po 











Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Koncentracija celic S. aureus je bila ob nanosu na ploščice 6,0 log10 CFU/mL, ob t5 smo 
izmerili 5,9 log10 CFU/mL in ob t10 5,8 log10 CFU/mL. Po 5- in 10-minutnem delovanju je 
9 % alkoholni kis znižal koncentracijo celic na 1 log10 CFU/mL. Koncentracija celic po 10-
minutnem delovanju 5 % jabolčnega kisa je znašala 3,4 log10 CFU/mL ter po 10-minutnem 
delovanju 4 % vinskega kisa 4,5 log10 CFU/mL. 1 % ocetna kislina je imela šibak 





Slika 28: Vpliv kisov na preživetje seva Escherichia coli na površini po 










Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Rezultati površinskega testa za B. cereus so nam pokazali, da se je koncentracija celic pri 
kontroli skozi celotni časovni interval opazovanja od t0 po 5 in 10 minutah gibala med 5,43 
in 5,57 log10 CFU/mL. Do bistvenega znižanja koncentracije celic je prišlo samo pri 
uporabi 9 % alkoholnega kisa, kjer se je le-ta ob času t0 znižala na 4,62 log10 CFU/mL, ob 






Slika 29: Vpliv kisov na preživetje seva Staphylococcus aureus na površini po 










Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
S Slike 31 je razvidno, da sta 9 % alkoholni kis in 4 % vinski kis takoj ob času t0 in vse do 
konca opazovanja znižala koncentracijo celic C. freundii s 4,89 log10 CFU/mL na 1 log10 
CFU/mL. Koncentracija celic pri rastni kontroli se je gibala od 4,89 in vse do 5,49 log10 
CFU/mL. 1 % ocetna kislina je ob času t10
 
koncentracijo celic znižala na 1 log10 CFU/mL, 
5 % jabolčni kis pa na 0,95 log10 CFU/mL. V prisotnosti nevtralizatorja PBS se je število 





Slika 30: Vpliv kisov na preživetje seva Bacillus cereus na površini po 











Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Začetna koncentracija v pozitivni rastni kontroli bakterije E. aerogenes je znašala več kot 5 
log10 CFU/mL. Takoj po dodatku 9 % alkoholnega kisa in 5 % jabolčnega kisa je 
koncentracija celic padla za več kot 4 log10. Ob času t10 je bila koncentracija celic po 
dodatku 9 % alkoholnega kisa in 4 % vinskega kisa 1 log10 CFU/mL, medtem ko je število 
celic po dodatku 5 % jabolčnega kisa celo poraslo nad 2 log10 CFU/mL. Po 10 minutah 
delovanja je 1 % ocetna kislina zmanjšala koncentracijo celic za manj kot 2 log10 CFU/mL 
(Slika 32). 
Slika 31: Vpliv kisov na preživetje seva Citrobacter freundii na površini po 











Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Slika 33 prikazuje dobro učinkovitost 9 % alkoholnega kisa na sev K. pneumoniae, ki je 
takoj ob dodatku znižal koncentracijo celic na 1 log10 CFU/mL in je tako ostalo do konca 
opazovanja. V celotnem obdobju opazovanja 1 % ocetna kislina ni uspela znižati 
koncentracije celic niti za 1 log10 CFU/mL. Število celic ob prisotnosti nevtralizatorja je 






Slika 32: Vpliv kisov na preživetje seva Enterobacter aerogenes na površini 












Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Kontrola in tudi začetna koncentracija bakterij B. subtilis v testnih suspenzijah pred 
izpostavljenostjo kisom je bila ob času t0 3 log10 CFU/mL. Enaka koncentracija je bila tudi 
ob času t5 pri kontroli, pri kateri smo preverjali toksičnost uporabljenega nevtralizatorja. 
Kot je razvidno iz Slike 34, se je koncentracija celic B. subtilis pri vseh kisih in v vseh 
časovnih intervalih gibala med 1,30 in 2,28 log10 CFU/mL in se je glede na kontrolo 
(dodatek destilirane vode na ploščico s testnimi mikroorganizmi) znižala za 1 do 2 log10 
CFU/mL. 
Slika 33: Vpliv kisov na preživetje seva Klebsiella pneumoniae na površini po 












Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Pri površinskem testu smo imeli težave zaradi slabše rasti testnega mikroorganizma C. 
albicans, kar prikazuje Slika 35. Pri kontroli je bila koncentracija celic skozi celotno 
časovno obdobje opazovanja 1 log10 CFU/mL. Pri kontroli toksičnosti nevtralizatorja ob 
času t5 je bila koncentracija celic 3 log10 CFU/mL. Na ploščicah, kjer so bile celice 
izpostavljene kisu, je bila njihova koncentracija celic okoli 1 log10 CFU/mL skozi celotno 
obdobje opazovanja, le pri 1 % ocetni kislini je koncentracija celic celo porastla in ob času 
t0 znašala 1,56 log10 CFU/mL ter ob času t5 1,43 log10 CFU/mL. 
 
Slika 34: Vpliv kisov na preživetje seva Bacillus subtilis na površini po 












Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Koncentracija celic rastne kontrole in začetne suspenzije celic S. pyogenes pred dodatkom 
kisov je znašala okoli 5 log10 CFU/mL. Najbolj učinkovit je bil 9 % alkoholni kis. 
Rezultati, prikazani na Sliki 36, prikazujejo tudi rahlo znižanje števila celic ob prisotnosti 
nevtralizatorja. 
Slika 35: Vpliv kisov na preživetje seva Candida albicans na površini po 










Legenda: Kontrola (dodatek destilirane vode): namesto kisa in ocetne kisline smo testnim mikroorganizmom 
na steklenih ploščicah dodali sterilno destilirano vodo; Kontrola (preizkus toksičnosti nevtralizatorja): z 
dodatkom nevtralizatorja PBS testnim mikroorganizmom na steklenih ploščicah smo želeli ugotoviti ali le ta 
vpliva na rast testnih mikroorganizmov. 
Najbolj sta zmanjšala število celic testnih mikroorganizmov 9 % alkoholni kis, 
proizvajalca A, in 5 % jabolčni kis, proizvajalca B. Učinkovitost kisov je padala 
sorazmerno z njihovim % stopnje kislosti. Tako je 1 % ocetna kislina večinoma učinkovala 
najslabše. Tudi pri površinskem testu sta bila najbolj odporna seva S. aureus in B. cereus, 
najobčutljivejši pa sevi P. aeruginosa, C. albicans (slabša rast seva) in K. pneumoniae. 
5.5 Rezultati membranske filtracije 
Namen poskusa z membransko filtracijo je bil, da smo celice izbranih sevov izpostavili 
delovanju kisov na filtru (pri tem niso bile osušene kot pri površinskem testu) ter po 5 
minutah kise sprali s fiziološko raztopino in preprečili njihovo nadaljnje zaviralno 
delovanje. 
Slika 36: Vpliv kisov na preživetje seva Streptococcus pyogenes na površini 




4 % vinski kis po 5 minutah ni učinkoval in je število celic M. luteus ostalo enako rastni  
kontroli. 9 % alkoholni kis in 5 % jabolčni kis sta znižala število celic M. luteus za 2 log10 











Pri membranski filtraciji je koncentracija celic seva P. aeruginosa pri rastni kontroli 
znašala 4,3 log10 CFU/0,1 mL. Ob uporabi 1 % ocetne kisline se je koncentracija celic po 
5 minutah znižala na 1,9 log10 CFU/0,1 mL. Najučinkovitejši je bil 9 % alkoholni kis A, 
saj je koncentracija celic po 5 minutah delovanja znašala 0,3 log10 CFU/0,1 mL (Slika 38). 
Podobne rezultate smo dobili tudi pri delovanju kisov na bakterijske celice S. enteritidis 
(Slika 39) in E. coli (Slika 40), kjer so 9 % alkoholni kis, 5 % jabolčni kis in 4 % vinski kis 
zmanjšali število celic za več kot 3 log10. 
Slika 37: Koncentracija celic seva Micrococcus luteus po membranski 























Slika 38: Koncentracija celic seva Pseudomonas aeruginosa po membranski 
filtraciji in 5-minutnem učinkovanju kisov in ocetne kisline 
Slika 39: Koncentracija celic seva  Salmonella enteritidis po membranski 








Koncentracija celic seva S. aureus je bila po 5 minutah delovanja pri 1 % ocetni kislini in 4 
% vinskem kisu celo višja od kontrole, ki je znašala 3,0 log10 CFU/0,1 mL. Pri uporabi 5 % 
jabolčnega kisa je koncentracija padla na 2,3 log10 CFU/0,1 mL in pri 9 % alkoholnem kisu 
na 0 log10 CFU/0,1 mL ter se s tem zmanjšala za 3 log10 (Slika 41). 
Najbolj učinkovit proti sevu B. cereus (Slika 42) in C. freundii (Slika 43) je bil 9 % 
alkoholni kis, ki je pri prvem edini zmanjšal število celic za 3 log10 CFU/0,1 mL, pri sevu 
C. freundii pa so bakteriostatično delovali vsi testirani kisi in 1 % ocetna kislina. Od vseh 






Slika 40: Koncentracija celic seva  Escherichia coli  po membranski filtraciji 
























Slika 41: Koncentracija celic seva Staphylococcus aureus po membranski 
filtraciji in 5-minutnem učinkovanju kisov in ocetne kisline 
Slika 42: Koncentracija celic seva Bacillus cereus po membranski filtraciji in 














Za približno 2,5 log10 CFU/0,1 mL se je ob prisotnost 1 % ocetne kisline znižalo število 
bakterijskih celic seva E. aerogenes, medtem ko smo po delovanju ostalih kisov prešteli 
manj kot 10 celic/0,1 mL in znižanje za celo 5 log10 CFU/0,1 mL glede na kontrolo (Slika 
44). Podoben rezultat smo dobili pri membranski filtraciji seva K. pneumoniae, kjer ni bilo 
po delovanju 5 % jabolčnega kisa in 4 % vinskega kisa v kulturi nobene celice, ocetna 
kislina pa je zmanjšala število celic za 2 log10 CFU/0,1 mL (Slika 45). 
1 % ocetna kislina je znižala število bakterijskih celic seva B. subtilis za 2 log10 CFU/0,1 
mL. Po delovanju ostalih kisov je bila koncentracija celic pod 0,25 log10 CFU/0,1 mL in je 
bilo glede na kontrolo nižja za približno 3 log10 CFU/0,1 mL (Slika 46). 
Slika 43: Koncentracija celic seva Citrobacter freundii po membranski 























Slika 44: Koncentracija celic seva Enterobacter aerogenes po membranski 
filtraciji in 5-minutnem učinkovanju kisov in ocetne kisline 
Slika 45: Koncentracija celic seva Klebsiella pneumoniae po membranski 





Rezultati membranske filtracije za kvasovko C. albicans so prikazani na Sliki 47. C. 
albicans je bila proti delovanju kisov najbolj odporna, saj se je koncentracija znižala za 1 
do 2 log10 CFU/0,1 mL glede na kontrolo, vendar je bil 9 % alkoholni kis tudi tu najbolj 
učinkovit (0 log10 CFU/0,1 mL). Ocetna kislina je bila najmanj učinkovita pri zaviranju 
rasti celic C. albicans. Koncentracijo celic je znižala za manj kot 1 log10 CFU/0,1 mL. 
Pri poskusu membranske filtracije je bila koncentracija celic S. pyogenes v kontroli z 
destilirano vodo le 0,4 log10 CFU/0,1 mL in je bila nižja kot ob dodatku 1 % ocetne kisline. 
Koncentracija celic po dodatku 4 % vinskega kisa in 9 % alkoholnega kisa je bila 0 log10 





Slika 46: Koncentracija celic seva Bacillus subtilis po membranski filtraciji 





















Slika 47: Koncentracija celic seva Candida albicans po membranski filtraciji 
in 5-minutnem učinkovanju kisov in ocetne kisline 
Slika 48: Koncentracija celic seva Streptococcus pyogenes po membranski 




Najbolj je bil učinkovit 9 % alkoholni kis, sledil mu je 5 % jabolčni kis, najmanj 
učinkovita je bila 1 % ocetna kislina. Znova je učinkovitost padla z odstotkom stopnje 
kislosti posameznega kisa. Najbolj občutljivi so bili sevi S. pyogenes, B. subtilis in K. 




Vsi rezultati membranske filtracije za vse mikroorganizme in vse kise so zbrani na Sliki 49. Najbolj je rast testiranih sevov zaviral 9 % 















Ljudje se vse bolj zavedamo obremenjenosti in onesnaženosti okolja, za kar je glavni 
krivec v večini primerov človek s svojim neodgovornim ravnanjem in pretirano uporabo 
nevarnih snovi. To nas je spodbudilo k razmišljanju, ali lahko komercialno dostopni kisi in 
ocetna kislina, ki so naravnega izvora, služijo kot alternativno, za človeka nenevarno, a 
kljub temu učinkovito protimikrobno sredstvo. V poskus smo vključili kise, ki jih različni 
slovenski proizvajalci nudijo v trgovinah za uporabo v gospodinjstvu. Proizvajalci so 
označeni s črkami (A, B, C in D), naveden je tudi % stopnje kislosti, ki po pravilniku 
označuje koncentracijo vseh kislin, zlasti ocetne kisline v kisu (Pravilnik o kakovosti kisa, 
2004, 2008). Protimikrobno delovanje kisov smo preverjali na standardnih sevih bakterij in 
gliv, ki se pogosto nahajajo na površinah ter je zanje značilna tvorba biofilmov. 
6.1 Difuzijska metoda z diski 
S predposkusom z difuzijsko metodo z diski smo želeli ugotoviti, na katere izmed izbranih 
testnih mikroorganizmov imajo izbrani kisi zaviralni učinek. Ugotovili smo, da je 
najobčutljivejši sev M. luteus, saj smo izmerili največje povprečne premere inhibicijskih 
con za vse vrste kisov. Za najmanj občutljiva sta se izkazala P. mirabilis in E. coli. Zaradi 
neobčutljivosti in difuzne rasti na površinah smo P. mirabilis izključili iz nadaljnjih 
preizkusov,  medtem ko smo E. coli zaradi njene razširjenosti in uporabe pri laboratorijskih 
raziskavah obdržali (Slika 7). 
Izmed vseh uporabljenih kisov in ocetne kisline je bil največji povprečni premer 
inhibicijske cone pri vseh testnih mikroorganizmih zaznati ob uporabi 1 % ocetne kisline. 
Močan zaviralen učinek na vse seve sta imela tudi oba 9 % alkoholna kisa. Najmanj 
učinkovita je bila 0,1 % ocetna kislina (Slika 8). Entani in sodelavci (1998)  navajajo, da je  
0,1 % ocetna kislina v kisu že zavirala rast seva E. coli O157:H7. Ye-Won in sodelavci 
(2013) so pri izvedbi difuzijske metode z diski ugotovili, da je ocetna kislina (200–300 
ppm) učinkovitejša v zaviranju razmnoževanja bakterij, vrste Shigella, v primerjavi s 
citronsko in mlečno kislino. Priyadarshini in sodelavci (2014) so s pomočjo difuzijske 




typhi, kis, pripravljen iz lupine in sredice limete. Kis, pripravljen iz lupine sladke limete, 
ima najslabši zaviralni učinek na razmnoževanje seva E. coli kot tudi kis iz lupine in 
sredice limete na bakterije iz vrste Klebsiella spp. 
Zaradi najmanjšega vpliva na zaviranje rasti testnih mikroorganizmov smo iz nadaljnjih 
preizkusov izločili 0,1 % ocetno kislino. Prav tako smo zaradi neobčutljivosti za 
uporabljene kise opustili sev P. mirabilis ATCC 29906 in B. cereus ATCC 11778. 
6.2 Dilucijska oziroma razredčevalna metoda 
Koncentracije kisov za izvedbo dilucijske oziroma razredčevalne metode smo dobili tako, 
da smo preračunali začetno koncentracijo kisa oziroma ocetne kisline (kjer je bila vsebnost 
kisa/ocetne kisline 100 %) glede na dodatek tekočega gojišča v različnih volumskih 
količinah. Koncentracije kultur posameznih mikroorganizmov pa so bile za vse kise enake. 
Povprečna MIC ocetne kisline za vse seve je znašala 0,16 % stopnje kislosti ali manj. Sevi 
so bili v našem primeru izpostavljeni najnižji vrednosti 0,16 % stopnje kislosti, zato 
natančnejše vrednosti ne moremo podati. Deloma je bila zavrta tudi rast v kontrolni 
bakterijski kulturi brez kisa. Sklepamo lahko, da so protimikrobno delovali že sami hlapi 
ocetne kisline, čeprav Sholberg in sodelavci (2000) navajajo, da šele hlapi 4,2–6,0 % 
ocetne kisline v kisu učinkujejo zaviralno na rast makrokonidijev patogenih gliv. Za 
kontrolo so uporabili vodne hlape namesto kisa. Nasprotno so Fraise in sodelavci (2013) 
ugotovili, da ima izhlapevanje ocetne kisline v prvih 24 urah zanemarljiv vpliv na 
protibakterijsko delovanje. Mikrotitrske ploščice smo zato pred inkubacijo ovili v plastični 
ovoj iz parafilma in tako preprečili izhlapevanje ocetne kisline. Prav tako so ugotovili, da 
je minimalna koncentracija ocetne kisline, ki deluje zaviralno na razmnoževanje 
bakterijskih sevov P. aeruginosa, 0,625 % (Fraise et al., 2013). V našem primeru je 
znašala MIC ocetne kisline pri testnem organizmu P. aeruginosa ATCC 27853 0,16 %. 
Obstaja možnost, da so uporabili drug, manj občutljiv sev iste vrste. Halstead in sodelavci 
(2015) so prišli do rezultatov, da MIC ocetne kisline za P. aeruginosa znaša med 0,16 % in 
0,31 %, kar je podobno našim. Najvišjo MIC za ocetno kislino na testnem organizmu P. 




Povprečno najnižji MIC (0,13 % stopnja kislosti) za vse kise smo dobili pri sevu M. luteus, 
ki je tako pri tej metodi najobčutljivejši sev. Drugi najobčutljivejši sev je bil A. niger z 
vrednostjo MIC 0,14 % stopnje kislosti in tretji sev S. pyogenes z 0,15 % stopnje kislosti. 
Ta sev je bil tudi pri ostalih metodah eden najbolj občutljivih sevov. Najvišjo MIC pa smo 
imeli pri  sevih E. coli, E. aerogenes in C. albicans, ki je sposobna rasti tudi pri vrednosti 
pH 2 (Zwolińska-Wcisło et al., 1998) (Slika 9). Najvišji MIC smo dobili ob uporabi 5 % 
jabolčnega kisa, saj je pri sevih E. coli in E. aerogenes znašal kar 0,39 % stopnje kislosti. 
Za najmanj učinkovit kis se je z najvišjo povprečno MIC izkazal 5 % jabolčni kis, 
proizvajalca B. Najučinkovitejša je bila 1 % ocetna kislina, saj je imela najnižje povprečne 
MIC za vse testirane mikroorganizme (Slika 10). 
Najnižjo povprečno MBC vseh uporabljenih kisov in ocetne kisline smo odčitali pri plesni 
A. niger in je znašala 0,11 %. Drugi najobčutljivejši sev je bil M. luteus z vrednostjo MBC 
0,23 % stopnje kislosti. Najvišjo povprečno MBC smo odčitali pri sevu S. enteritidis in je 
znašala 0,43 % stopnje kislosti. Sledili so mu sevi E. coli, S. aureus, S. pyogenes in K. 
pneumoniae (Slika 11). 
5 % jabolčni kis, proizvajalca B, se je z najnižjo povprečno MBC izkazal za 
najučinkovitejšega proti vsem testiranim sevom. Zelo podobno je delovala tudi 99,9 % 
ocetna kislina. Najmanj učinkovit je bil 9 % alkoholni kis, saj je imel povprečno najvišje 
vrednosti MBC za testirane kise (Slika 12). 
6.3 Krivulja odmiranja (suspenzijski test) kultur ob prisotnosti 
kisov in ocetne kisline 
Preživetje posameznih sevov ob prisotnosti testiranih kisov smo preverjali pri njihovi 




CFU/mL, razen pri sevih B. 




 CFU/mL. Zato pri teh treh sevih težko 
komentiramo protimikrobno lastnost kisov glede na zahtevo po znižanju števila 
mikroorganizmov za 5 log10 v časovnem obdobju med 5 in 10 minutami. Kljub temu so vsi 
uporabljeni kisi in ocetna kislina delovali protimikrobno že v času t0, saj so znižali število 
bakterij za več kot 3 log10 (Rutala, 1999). Meritve na grafih prikazujejo krivuljo odmiranja 




vendar so bile vse celice uničene že po 30 minutah. Najmanjši učinek na odmiranje celic 
smo opazili ob delovanju 1 % ocetne kisline, kar se ne ujema z rezultati difuzijske metode 
z diski (največji premeri) in razredčitvene metode (najnižje povprečne vrednosti MIC). 
Kisi so uspešno protimikrobno delovali proti po Gramu negativnim sevom  C. freundii,  K. 
pneumoniae, S. enteritidis, E. coli, E. aerogenes, P. aeruginosa in S. enteritidis. Že ob 
dodatku kisov je večina zmanjšala število celic za vsaj 3 log10. Za razliko od naših 
rezultatov sta Sengun in Karapinar (2004) prišla do zaključka, da se je število bakterij 
Salmonella Typhimiurium najbolj znižalo po 60 minutah izpostavljenosti 4,03 % ocetni 
kislini v kisu.  
Chang in Fang (2007) sta ugotovila, da komercialno dostopen rižev kis z 0,05 % ocetno 
kislino in vrednostjo pH 4,09 ter 0,5 % ocetno kislino in vrednostjo pH 3,26 zniža število 
bakterij E. coli  O157:H7 v 5 minutah za manj kot 1 log10. Vrednosti pH uporabljenih 
razstopin kisov so v našem primeru znašale okrog 3. Razlike v delovanju kisov lahko 
pripisujemo razlikam v sestavi in ne le vrednosti pH. 
Cortesia in sodelavci (2014) so prišli do rezultata, da 5 % ocetna kislina z vrednostjo pH 
2,45 po 20 minutni izpostavljenosti zniža število živih bakterij E. coli za 7 log10. 
Izbrani kisi so uspešno protimikrobno delovali tudi proti bakteriji P. aeruginosa. Že ob 
času t0 se je število bakterij znižalo za več kot 3 log10 in ob času t10 za več kot 5 log10. 
Ryssel in sodelavci (2009) so prav tako poročali o uspešnosti delovanja ocetne kisline proti 
sevu P. aeruginosa. Že po petih minutah delovanja 3 % ocetne kisline namreč ni porasla 
nobena kolonija P. aeruginosa.  
Večina po Gramu pozitivnih sevov je bilo rahlo odpornejših proti delovanju nekaterih 
kisov. Za manj kot 3 log je ob t0 in t10 padlo število bakterij M. luteus in S. aureus, kar je 
zanimivo, saj je bil sev M. luteus glede na rezultate difuzijske metode z diski in 
razredčevalne metode najobčutljivejši. Prisotnost 4 % vinskega kisa in 5 % jabolčnega kisa 
tudi ni popolnoma uničila vseh celic B. subtilis. Za učinkovito protimikrobno sredstvo proti 
sevu S. aureus sta se ob času t0 izkazala zgolj 9 % alkoholni kis in 99,9 % ocetna kislina, ki 
sta znižala število bakterij za več kot 3 log10. Prav tako sta v časovnem razponu med 5 in 




času t10 znižala število bakterij za več kot 5 log10. Ob času t30 so vsi kisi znižali število 
bakterij S. aureus za vsaj 5 log10, a je časovno obdobje delovanja predolgo, da bi lahko 
govorili o uspešnem protimikrobnem delovanju. Tudi Ryssel in sodelavci (2009) so pri 
delovanju 3 % ocetne kisline ugotovili, da po 30 minutah delovanja na gojišču ni porasla 
nobena kolonija seva S. aureus in MRSA. 
C. albicans je bila pri tej metodi občutljiva za vse testirane kise, vendar pa je bila glede na 
rezultate difuzijske in razredčevalne metode na delovanje kisov dokaj odporna. Že takoj po 
dodatku ocetne kisline in 9 % alkoholnega kisa A namreč ni porasla niti ena kolonija (Slika 
23). S. pyogenes je bil zelo občutljiv tudi pri tej metodi. Ob času t0 je število celic padlo za 
4 log10 CFU/mL (Slika 24). 
Najbolj sta bila pri tej metodi učinkovita 9 % alkoholni kis, ki se pri razredčevalni metodi 
ni izkazal za najbolj učinkovitega, ter 99,9 % ocetna kislina. Najmanj učinkovita sta bila 4 
% vinski kis in 5 % jabolčni kis. Najbolj občutljiva seva sta bila S. pyogenes, K. 
pneumoniae, odporna pa B. cereus in S. aureus.  
6.4 Površinski test 
Pri površinskem testu smo ugotavljali neposreden učinek kisov na osušeno suspenzijo 
bakterij na steklenih ploščicah takoj ob nanosu, po 5 minutah in 10 minutah delovanja pri 
temperaturi 37 ˚C. Pri tem so se suspenzije kisov na ploščicah tudi sušile. Na ta način smo 
ponazorili protimikrobno delovanje kisov na biofilme mikroorganizmov na površinah, tako 
kot se izvaja rutinsko razkuževanje delovnih površin. Kontrolo rasti smo izvedli po 5 
minutah od nanosa bakterijskih celic na steklene ploščice.  
Najbolj učinkovit pri večini sevov je bil spet 9 % alkoholni kis, saj je pri večini sevov takoj 
ob dodatku na osušeno suspenzijo na površini zmanjšal koncentracijo celic za 3 do 5 log10 
CFU/mL. 
Pri površinskem testu je bil najodpornejši sev B. cereus. Vsi kisi, razen 9 % alkoholnega 
kisa, niso uspeli znižati števila bakterij B. cereus za več kot 1 log10 v celotnem obdobju 
opazovanja. Nanos 9 % alkoholnega kisa je znižal število bakterij ob času t0 za manj kot 1 




je prišlo do prehoda seva iz vegetativnega stanja v spore. Podoben rezultat smo dobili tudi 
pri sevu B. subtilis (Slika 34). Pri izvedbi površinskega testa za B. subtilis smo imeli težave 
s preživetjem rastne kontrole, saj je bilo začetno število bakterij okrog 3 log10 CFU/mL. 
Tudi te celice bi lahko prešle v obliko spor, kar pa v poskusu nismo dokazovali. Vsi kisi so 
imeli približno enak protimikrobni učinek na ta sev. Najnižjo vrednost števila bakterij sta 
dosegla 9 % alkoholni kis ob času t0 in 4 % vinski kis ob času t10, ko je število bakterij 
znašalo približno 1,3 log10 CFU/mL. 
Tako izrazito boljše delovanje 9 % alkoholnega kisa od ostalih kisov pri večini testnih 
mikroorganizmov smo zaznali samo še pri bakteriji S. aureus. Ob času t0 so ostali kisi 
znižali število bakterij S. aureus za manj kot 1 log10, medtem ko je 9 % alkoholni kis znižal 
število bakterij za slabe 3 log10. Ob času t5 je 9 % alkoholni kis znižal število bakterij za 5 
log10, ob času t10 pa za malo manj kot 5 log10. Delovanje 1 % ocetne kisline je bilo skoraj 
nespremenjeno skozi celoten interval opazovanja, in sicer je znižala število bakterij S. 
aureus za okoli 0,40 log10. Z našimi rezultati sovpadajo rezultati študije, ki so jo izvedli 
Bauer in sodelavci (1995). Le-ti so ugotovili, da je S. aureus na vseh 30 nosilcih iz 
nerjavečega materiala preživel 10-minutno izpostavljenost kisu s 5 % ocetno kislino, 
razredčenemu z destilirano vodo v razmerju 1 : 25, torej je bila koncentracija ocetne 
kisline, ki ji je bil izpostavljen S. aureus, komaj 0,192 %. V našem primeru je bil S. aureus 
slabo občutljiv za 1 % ocetno kislino, zato so njihovi rezultati povsem razumljivi in 
pričakovani. 
Najmanj učinkovita je bila 1 % ocetna kislina. Pri po Gramu pozitivnih bakterijah je 
znižala število celic od 0,5 do 1,5 log10 ter pri po Gramu negativnih bakterijah od 1 do 4 
log10, z izjemo K. pneumoniae. 
Površinski test za M. luteus je bil izveden samo v intervalih t0 in t5. Število bakterij ob času 
t0 in dodatku 1 % ocetne kisline je ob času t0 višje kot pri rastni kontroli, razlog za to je 
verjetno napaka pri postopku razredčevanja in štetja kolonij. Ob času t5 je bil rezultat ravno 
obraten. Prav tako smo dobili nepričakovan rezultat po dodatku 9 % alkoholnega kisa. Ob 
času t0 je število bakterij v primerjavi z rastno kontrolo znižal za približno 3,5 log10 
CFU/mL, ob času t5 pa je število bakterij ponovno narastlo na 2,8 log10 CFU/mL. Zelo 




bil učinkovitejši 5 % jabolčni kis, ki je znižal število bakterij ob času t5 na 1,3 log10 
CFU/mL. 
S. pyogenes je bil glede na rezultate površinskega testa odporen proti 1 % ocetni kislini, a 
občutljiv za 9 % alkoholni kis. Že ob času t0 se je število bakterij v primerjavi z rastno 
kontrolo znižalo za skoraj 3 log10 CFU/mL, ob času t5 in t10 pa za več kot 4 log10 CFU/mL. 
Presenetljivo se je 4 % vinski kis izkazal za učinkovitejše protimikrobno sredstvo od 5 % 
jabolčnega kisa. Po 10 minutah delovanja je imel namreč enak učinek na število bakterij 
kot 9 % alkoholni kis. 
9 % alkoholni kis je imel podoben učinek na po Gramu negativne testne seve C. freundii, 
K. pneumoniae in P. aeruginosa. Pri vseh treh sevih se je število bakterij v kontroli skozi 
celoten interval opazovanja gibalo med 4,89 in 5,96 log10 CFU/mL. Po dodatku 9 % 
alkoholnega kisa je število bakterij že takoj ob času t0 padlo na 1 log10 CFU/mL in tako 
ostalo tudi ob času t5 in t10. Ostali kisi so imeli nanje zelo različne učinke. Pri sevu K. 
pneumoniae je imela 1 % ocetna kislina zelo slab protimikrobni učinek, medtem ko sta bila 
seva C. freundii in P. aeruginosa zanjo občutljiva.  
4 % vinski kis in 9 % alkoholni kis sta koncentracijo celic C. freundii zmanjšala enako. Pri 
K. pneumoniae in P. aeruginosa smo opazili enako zaporedje kisov glede na njihovo 
učinkovitost, ki pada glede na  koncentracijo ocetne kisline. Tudi v primeru K. pneumoniae 
so naši rezultati primerljivi z rezultati, o katerih poročajo Bauer in sodelavci (1995): kis s 5 
% ocetno kislino, razredčen z destilirano vodo do koncentracije 0,192 % je znižal število 
bakterij K. pneumoniae za manj kot 2 log10. 
Pri sevu E. aerogenes je bil 4 % vinski kis učinkovitejši od 5 % jabolčnega kisa. Ob času 
t10 je namreč število bakterij ob nanosu 4 % vinskega kisa znašalo 1 log10 CFU/mL, pri 5 
% jabolčnem kisu pa se je število bakterij spet povečalo na 2,15 log10 CFU/mL. 
Pričakovano najmanj učinkovita je bila 1 % ocetna kislina ter najučinkovitejši 9 % 
alkoholni kis, ki je že ob času t0 število bakterij v primerjavi z rastno kontrolo znižal za več 
kot 4 log10 CFU/mL. 
Sev E. coli je bil najbolj občutljiv za 9 % alkoholni kis in 5 % jabolčni kis. Najmanj 




Zelo zanimive rezultate smo dobili pri površinskem testu s sevom S. entritidis. Ob času t0 
smo dobili največje razlike v delovanju posameznih kisov na število bakterij. Najmanj 
učinkovita je bila spet 1 % ocetna kislina. Ob času t5 do t10 je bilo število bakterij v 
območju od 1 do 1,5 log10 za vse testirane kise (učinek vseh je bil enak). 
Število kvasovk C. albicans v rastni kontroli je bilo nespremenjeno skozi celoten interval 
opazovanja 1 log10 CFU/mL. Presenetljivo največje število bakterij je bilo v primeru 
kontrole toksičnosti nevtralizatorja ob času t5, in sicer 3 log10 CFU/mL. Večje število 
bakterij lahko pripisujemo izotoničnemu učinku pufra PBS in njegovi netoksičnosti za 
večino celic (Sigma-Aldrich, 2017), medtem ko je destilirana voda delovala hipotonično na 
celice (Van den Tillaart et al., 2009). Prav tako je bilo število bakterij ob uporabi 1 % 
ocetne kisline višje kot pri kontroli. Število bakterij ob uporabi 4 % vinskega kisa, 5 % 
jabolčnega kisa in 9 % alkoholnega kisa je bilo podobno njihovemu številu v kontroli, torej 
okoli 1 log10 CFU/mL. Poleg slabe rasti lahko iz dobljenih rezultatov sklepamo tudi o 
neobčutljivosti C. albicans za testirane kise. Razlog za njeno odpornost in patogenost je 
morda v neobčutljivosti in prilagodljivosti na širok razpon vrednosti pH v okolju. Lahko 
namreč preživi v različnih delih človeškega telesa, v katerih so vrednosti pH zelo različne, 
na primer v želodcu (pH 2) (Zwolińska-Wcisło et al., 1998), v ustni sluznici (pH 6) 
(Cannon, Chaffin, 1999) in vaginalni sluznici (pH 4–5) (Gunther et al., 2014).  
Pri površinskem testu se je za najučinkovitejšega proti testnim mikroorganizmom izkazal 9 
% alkoholni kis. Povprečno najslabši učinek pa je imela 1 % ocetna kislina, kar kaže na 
zmanjševanje učinkovitosti kisov s padanjem % njihove stopnje kislosti. Povprečno smo 
največji padec celic testnih mikroorganizmov zaznali po 5 in 10 minutah delovanja in ne 
takoj ob nanosu kisov oziroma ocetne kisline. 
Tako kot pri suspenzijskem testu sta bila tudi pri površinskem testu najodpornejša po 
Gramu pozitivna seva S. aureus in B. cereus, najobčutljivejša pa po Gramu negativna seva 




6.5 Membranska filtracija 
Pri izvedbi membranske filtracije smo se v osnovi posluževali suspenzijskega testa. 
Suspenzijski test je metoda, ki omogoča določanje učinkovitosti razkužil proti 
mikroorganizmom. Suspenziji mikroorganizmov dodamo testirano razkužilo, premešamo 
in pustimo delovati pri 20 ± 1 ˚C 5 min ± 10 s. Po preteku kontaktnega časa se vzame 
vzorec in se nemudoma nevtralizira delovanje razkužila. V našem primeru smo namesto 
uporabe nevtralizacijskega sredstva, kot smo to naredili pri študiji krivulje odmiranja 
(suspenzijskem testu) ali pri površinskem testu, izbrali membransko filtracijo, kjer smo 
bakterijsko suspenzijo na filtru dodatno še spirali s sterilno fiziološko raztopino. Filter 
papir smo nato prenesli na gojišče in po inkubacijskem času ugotavljali uspešnost 
delovanja kisa oziroma ocetne kisline na podlagi znižanja števila celic mikroorganizmov 
(ICS 71. 100. 35, 2015). 
Ugotovili smo, da je bil v večini primerov membranske filtracije spet najučinkovitejši v 
zniževanju števila celic mikroorganizmov 9 % alkoholni kis. Najmanj učinkovita pa je bila 
1 % ocetna kislina, torej je tudi pri tej metodi učinkovitost padla z % stopnje kislosti 
posameznih kisov. 
Pri izvedbi membranske filtracije smo imeli problem z rastjo S. pyogenes, koncentracija 
celic v kontroli je znašala samo 0,42 log10. Zato dobljeni rezultati niso povsem 
verodostojni. Nizko rast smo zabeležili tudi pri kvasovki C. albicans (3,38 log10 CFU/0,1 
mL) ter sevih B. subtilis  (3,25 log10 CFU/0,1 mL) in M. luteus (2,4 log10 CFU/0,1 mL). 
Kljub slabi rasti rastne kontrole se je kvasovka C. albicans izkazala za najodpornejšo 
izmed testiranih sevov. 
Tudi pri sevu S. aureus smo opazili slabo rast rastne kontrole (2,99 log10 CFU/0,1 mL). 
Najbolj učinkovit je bil 9 % alkoholni kis, ki je zmanjšal število bakterij na 0 log10 
CFU/0,1 mL, medtem ko je bil sev S. aureus na druge neobčutljiv oziroma smo v primeru 
4 % vinskega kisa in 1 % ocetne kisline celo zaznali višje število bakterij kot v sami rastni 
kontroli. 
Podobne rezultate kot pri sevu S. aureus smo dobili pri sevu B. cereus. Število bakterij v 




alkoholnega kisa je število bakterij padlo na 0,45 CFU/0,1 mL. Občutljivost za ostale kise 
je padala glede na % stopnje kislosti. Pri sevu C. freundii in sevu E. aerogenes je bil zopet 
najuspešnejši 9 % alkoholni kis, sledi 5 % jabolčni kis. 
Presenetljivi so rezultati membranske filtracije za sev K. pneumoniae, saj 9 % alkoholni kis 
ni bil najučinkovitejši in je znižal število bakterij na 0,2 log10 CFU/0,1 mL, medtem ko sta 
5 % jabolčni in 4 % vinski kis znižala število bakterij na 0 log10 CFU/0,1 mL. 
Koncentracija celic v kontroli je znašala 5,69 log10 CFU/0,1 mL. 
Zelo podobni so si med seboj rezultati membranske filtracije pri bakterijah P. aeruginosa, 
S. enteritidis in E. coli. Pri vseh treh je učinkovitost padala glede na stopnjo kislosti ocetne 
kisline. Vseeno je bila najobčutljivejša med njimi S. enteritidis, saj je delovanje 9 % 
alkoholnega kisa znižalo število bakterij na 0 log10 CFU/0,1 mL. 
Pri vseh testiranih mikroorganizmih, razen pri sevih M. luteus, S. pyogenes in S. aureus, je 
učinkovitost kisov padala glede na % stopnjo kislosti. 
Ob zaključku lahko potrdimo hipotezo 1, saj so kisi in ocetna kislina v večini primerov 
delovali vsaj zaviralno, če ne tudi baktericidno. Že rezultati difuzijske metode z diski so 
nakazali njihovo zaviralno delovanje v obliki inhibicijske cone. Hipotezo smo dodatno 
potrdili še z izvedbo krivulje odmiranja, površinskega testa in membranske filtracije.  
Skoraj v vseh primerih so kisi in ocetna kislina delovali vsaj bakteriostatično, če ne tudi 
baktericidno na testne mikroorganizme in tako znižali začetno število celic testnih 
mikoorganizmov za več kot 3 log10 v manj kot 30 sekundah oziroma so v časovnem 
obdobju med 5 in 10 minutami znižali število bakterij za vsaj 5 log10. V posameznih in 
zelo redkih primerih temu ni bilo tako, a je bil verjetno razlog v slabi rasti rastne kontrole 





 CFU/mL, takšno koncentracijo pa na delovnih površinah redko 
zasledimo. Povprečna vrednost aerobnih mezofilnih mikroorganizmov na površinah in 
pripomočkih v zdravstvenih ustanovah je 2,6 х 102 CFU/100 cm2 oziroma največ 4,6 х 103 
CFU/100 cm
2 
(Godič Torkar, Ivić, 2017). 
V večini primerov je bil protimikrobni učinek sorazmeren z odstotkom deklarirane stopnje 




najučinkovitejši  9 % alkoholni kis, ki mu je po učinkovitosti sledil 5 % jabolčni kis. Za 
povprečno najmanj protimikrobno učinkovito pa se je izkazala 1 % ocetna kislina. Pojavili 
so se tudi rezultati, ko se je kis oziroma ocetna kislina z nižjo stopnjo kislosti izkazala za 
učinkovitejšo, a to so bile redke izjeme, ki jih lahko povezujemo z odkloni v našem delu in 
morebitno nenatančnostjo. Vzrok so lahko tudi različne sestavine v posameznih kisih, ki 
imajo lahko tudi protimikroben učinek (Tabela 1), različna dovzetnost nanje pri testnih 
mikroorganizmih in ne zgolj nizke vrednosti pH kisov. Kljub odklonom pa lahko potrdimo 
tudi hipotezo 2.  
Potrjujemo tudi hipotezo 3. Testni mikroorganizmi so se izkazali za različno občutljive za 
delovanje kisov in ocetne kisline. Hipotezo potrdijo rezultati vseh izvedenih metod. Vsak 
izmed njih je bil različno občutljiv, tako za vrsto kisa oziroma ocetne kisline kot za samo 
koncentracijo ocetne kisline v kisu. Najodpornejši proti delovanju kisov in ocetne kisline 
so bili glede na rezultate vseh izvedenih metod sevi B. cereus, S. aureus, E. coli, P. 
mirabilis, C. albicans in S. enteritidis. Že rezultati difuzijske metode z diski so nakazali 
neobčutljivost sevov B. cereus, E. coli in P. mirabilis, saj okoli diskov ni bilo opaziti 
inhibicijske cone oziroma je bila ta komaj opazna. Pri krivulji odmiranja, površinskem 
testu in membranski filtraciji sta bila v povprečju najbolj odporna seva S. aureus in B. 
cereus. Pri krivulji odmiranja sta nanju baktericidno delovala le 9 % alkoholni kis in 99, 9 
% ocetna kislina, medtem ko so na ostale seve vsi testirani kisi delovali baktericidno. 
Morebitno neobčutljivost seva B. cereus lahko pripisujemo njegovi sposobnosti tvorjenja 
spor. Najobčutljivejša seva za delovanje kisov in ocetne kisline sta bila M. luteus in S. 
pyogenes. Sev M. luteus je imel pri difuzijski metodi z diski največji premer inhibicijske 
cone in pri razredčevalni metodi najnižjo minimalno inhibicijsko koncentracijo. Pri krivulji 
odmiranja je bil sev S. pyogenes edini, pri katerem so vsi testirani kisi znižali koncentracijo 
celic na 0 log10 CFU/mL takoj ob dodatku in takšno koncentracijo celic vzdrževali skozi 
ves čas opazovanja. Do razlik v občutljivosti za delovanje kisov in ocetne kisline 
posameznih mikroorganizmov lahko prihaja tudi zaradi različne strukture celične stene po 
Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij in njihovih različnih sistemov 
odpornosti proti protimikrobnim sredstvom, ki vključujejo preprečevanje vstopa, 
deaktivacijo protimikrobnih sredstev oziroma spremembo tarčnih mest v celici (Denyer, 





Skrb za okolje bo z vsakim letom večja, saj bodo posledice prekomernega onesnaževanja 
iz preteklih let vse bolj vidne v kakovosti pitnih voda, prsti, klimatskih spremembah in 
vremenskih nevšečnostih. V izogib nevarnim snovem bo vse večje povpraševanje po 
učinkovitih naravnih alternativnih snoveh z učinkom razkuževanja. Z omejeno uporabo 
standardnih razkuževalnih sredstev bomo želeli zaustaviti tudi pojav vedno novih vse 
odpornih mikroorganizmov, ki ljudem predstavljajo veliko grožnjo.  
Pred izvedbo laboratorijskega dela magistrske naloge smo si zastavili dva cilja. Oba smo 
tudi izpolnili. Ugotovili smo namreč, da različne vrste kisov in ocetna kislina delujejo 
zaviralno na razmnoževanje mikroorganizmov oziroma bakteriostatično. Nekateri med 
njimi delujejo celo baktericidno na izbrane testne mikroorganizme, saj so znižali število 
mikroorganizmov za 3 log10 v manj kot 30 sekundah oziroma za 5 log10 v manj kot 10 
minutah. Preverili smo tudi zaviralni učinek kisov oziroma ocetne kisline na nekaterih po 
Gramu pozitivnih in negativnih bakterijah ter na glivah. 
Dobljeni rezultati so potrdili vse tri zastavljene hipoteze. Po Gramu pozitivne bakterije so 
se izkazale za manj občutljive na delovanje kisov in ocetne kisline, medtem ko so v večini 
primerov kisi in ocetna kislina uspešno delovali proti po Gramu negativnim bakterijam. 
Glavni namen magistrske naloge smo dosegli. Dobili smo rezultate, ki nakazujejo na to, da 
nekateri komercialno dostopni kisi z višjo stopnjo kislosti in ocetna kislina delujejo 
protimikrobno. Najboljše protimikrobno delovanje izmed vseh je imel pričakovano 9 % 
alkoholni kis. Njegova uporaba, glede na naše rezultate, bi lahko v določenih primerih 
nadomestila uporabo nekaterih nevarnih protimikrobnih sredstev v domači uporabi. 
Za širšo uporabo kisov kot učinkovitih protimikrobnih sredstev v ustanovah, kjer se na 
površinah nahaja veliko število mikroorganizmov in je razkuževanje površin nujno iz 
vidika varovanja zdravja uporabnikov, so potrebne nadaljnje raziskave. Zanimivo bi bilo 
uporabiti širši spekter testnih mikroorganizmov na različnih površinah in realnih pogojih, 
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Slika 50: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 0,1 % ocetne kisline 
























Slika 52: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 4 % vinskega kisa, 
proizvajalca A 

























Slika 54: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 5 % jabolčnega kisa, 
proizvajalca B 
Slika 55: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 5 % domačega 


















Slika 56: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 9 % alkoholnega 
kisa, proizvajalca A 
Slika 57: Rezultati difuzijske metode z diski ob uporabi 9 % alkoholnega 



















9.2 Rezultati meritev absorbance suspenzij mikroorganizmov v utorčkih na mikrotiterskih ploščicah pri 
dilucijski oziroma razredčevalni metodi 












subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,13600 0,13030 0,13080 0,13060 0,12950 0,12810 0,12880 0,13230 0,12670 0,12710 0,12930 0,12790 0,11065 
B 0,14420 0,14230 0,14300 0,14360 0,14320 0,14400 0,14560 0,14520 0,14480 0,14500 0,14750 0,14540 0,13985 
C 0,13750 0,14910 0,15020 0,14900 0,15040 0,14480 0,15140 0,14630 0,14640 0,14650 0,14440 0,14880 0,14745 
D 0,14580 0,15000 0,15290 0,14780 0,15590 0,15040 0,15240 0,15040 0,14990 0,15060 0,14930 0,14490 0,14965 
E 0,15470 0,15510 0,15050 0,15090 0,15190 0,15210 0,15080 0,15160 0,14830 0,15160 0,14850 0,14600 0,14785 
F 0,14900 0,15170 0,14970 0,15250 0,15330 0,15260 0,15300 0,15230 0,15570 0,15260 0,14830 0,15250 0,14680 
G 0,14210 0,13950 0,14580 0,15320 0,14680 0,14940 0,15030 0,14820 0,14940 0,14750 0,14600 0,15280 0,14740 





















subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,05180 0,04720 0,04620 0,04610 0,04580 0,04570 0,04560 0,04630 0,04550 0,04550 0,04550 0,04560 0,04630 
B 0,04900 0,04750 0,04750 0,04720 0,04740 0,04760 0,04830 0,04770 0,04760 0,04770 0,04740 0,04810 0,04555 
C 0,04730 0,04870 0,04840 0,04780 0,04940 0,04800 0,04870 0,04830 0,04780 0,04800 0,04780 0,04790 0,04695 
D 0,04730 0,04870 0,04830 0,04800 0,05040 0,04850 0,04850 0,04850 0,04860 0,04830 0,04850 0,04750 0,04665 
E 0,04900 0,04840 0,04810 0,04790 0,04830 0,04920 0,04810 0,04850 0,04770 0,04840 0,04770 0,04780 0,04680 
F 0,04760 0,04800 0,04780 0,04830 0,04800 0,04780 0,04780 0,04800 0,04860 0,04940 0,04910 0,05000 0,04935 
G 0,05160 0,04630 0,04850 0,05300 0,04810 0,05050 0,04750 0,04990 0,04810 0,04840 0,04770 0,04820 0,04875 
H 0,04880 0,65890 0,65670 0,51330 0,07810 0,58640 0,49060 0,27450 0,49610 0,19250 0,42120 0,05260 0,15975 
 












subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,22500 0,26360 0,26610 0,25180 0,24280 0,24320 0,23520 0,28590 0,27620 0,24020 0,28190 0,30030 0,24077 
B 0,20440 0,20970 0,22080 0,20380 0,22210 0,23010 0,22280 0,23740 0,22150 0,25900 0,24450 0,22090 0,21560 
C 0,20460 0,19900 0,18680 0,19960 0,20380 0,19900 0,20000 0,18840 0,20240 0,20390 0,21190 0,21710 0,19185 
D 0,20030 0,20470 0,18870 0,17620 0,19490 0,18570 0,19260 0,19160 0,19510 0,18970 0,18720 0,18360 0,18227 
E 0,15690 0,17750 0,16890 0,17690 0,17590 0,16550 0,16550 0,17610 0,17230 0,17220 0,17800 0,16530 0,16632 
F 0,16940 0,20410 0,18970 0,22830 0,16710 0,14280 0,15580 0,18120 0,15500 0,18940 0,17590 0,20260 0,16688 
G 0,15630 0,16530 0,16750 0,16160 0,17370 0,15670 0,16050 0,16770 0,16310 0,16280 0,46090 0,15200 0,16135 

















subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,11520 0,13130 0,13430 0,12720 0,11930 0,12140 0,11760 0,14500 0,14200 0,12380 0,14870 0,15200 0,12693 
B 0,10040 0,09690 0,10290 0,09540 0,10500 0,11100 0,10770 0,11740 0,10560 0,13290 0,11790 0,10580 0,10007 
C 0,09030 0,08760 0,07620 0,08360 0,08960 0,08430 0,08480 0,08040 0,08600 0,08250 0,08850 0,09250 0,08470 
D 0,08250 0,08190 0,07270 0,07000 0,07620 0,07340 0,07890 0,07260 0,08250 0,07420 0,07200 0,07600 0,07903 
E 0,05720 0,06430 0,05840 0,06130 0,06150 0,06010 0,05780 0,06160 0,06360 0,06170 0,06660 0,06170 0,05997 
F 0,06160 0,06960 0,06510 0,08150 0,05510 0,06100 0,05290 0,05750 0,05230 0,07360 0,06640 0,07420 0,06543 
G 0,07120 0,06080 0,05890 0,05280 0,06530 0,05240 0,05160 0,05320 0,05560 0,05140 0,24770 0,05100 0,06363 
H 0,04870 0,82610 1,09990 0,78980 0,27640 0,23780 0,61030 1,14540 1,11940 0,41820 0,04840 0,04870 0,65823 












subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,10800 0,10930 0,11520 0,10950 0,10950 0,11280 0,10570 0,11750 0,11140 0,10720 0,11120 0,10600 0,10548 
B 0,10700 0,11180 0,11620 0,11250 0,11400 0,11190 0,11650 0,11460 0,11450 0,11250 0,11600 0,11610 0,10870 
C 0,13450 0,12950 0,13250 0,13310 0,13230 0,13230 0,13560 0,13700 0,14000 0,14620 0,13470 0,13410 0,13312 
D 0,13680 0,14550 0,15010 0,15800 0,15170 0,16830 0,17030 0,14520 0,14970 0,17590 0,16440 0,15890 0,16408 
E 0,13660 0,14540 0,15530 0,14990 0,14800 0,15290 0,15390 0,15380 0,15020 0,15450 0,14850 0,14510 0,14832 
F 0,13550 0,14910 0,15220 0,15330 0,14830 0,15910 0,14200 0,14960 0,15440 0,15570 0,28990 0,14990 0,15633 
G 0,13330 0,16490 0,89570 0,89950 0,39460 0,71980 0,61970 1,20000 1,21840 0,24570 0,47150 0,14310 0,14992 


















subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,04520 0,04560 0,04680 0,04510 0,04550 0,04600 0,04490 0,04630 0,04540 0,04430 0,04500 0,04420 0,04448 
B 0,04390 0,04320 0,04450 0,04350 0,04400 0,04330 0,04510 0,04720 0,04440 0,04480 0,04550 0,04530 0,04318 
C 0,04790 0,04550 0,04540 0,04530 0,04710 0,04580 0,04690 0,04720 0,04580 0,04750 0,04540 0,04630 0,04720 
D 0,05080 0,05150 0,05490 0,04950 0,05020 0,06980 0,05710 0,05430 0,05150 0,06370 0,05010 0,05780 0,06265 
E 0,04610 0,04630 0,05070 0,04710 0,04640 0,04740 0,04720 0,04670 0,04680 0,04790 0,04700 0,04720 0,04657 
F 0,05020 0,05540 0,05490 0,05230 0,05220 0,05440 0,05580 0,05580 0,05290 0,05310 0,22480 0,05300 0,05235 
G 0,04810 0,06310 0,48570 0,83100 0,25330 0,46920 0,47630 0,93630 0,99460 0,11200 0,47150 0,05040 0,04905 
H 0,07580 0,94170 1,35450 1,17420 0,32340 0,98330 1,25680 1,18230 1,36440 0,77760 0,51160 0,07200 0,29742 
 












subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,09270 0,09540 0,10310 0,09630 0,09340 0,09580 0,09550 0,08930 0,09470 0,09460 0,08970 0,08640 0,09918 
B 0,10750 0,11180 0,11120 0,10140 0,10880 0,11060 0,11670 0,10850 0,11030 0,10960 0,11120 0,10320 0,11575 
C 0,11420 0,11870 0,12100 0,11640 0,12680 0,11960 0,13400 0,12240 0,13350 0,12180 0,12490 0,12750 0,13007 
D 0,12650 0,13090 0,12450 0,13250 0,13640 0,13390 0,14790 0,13660 0,13670 0,14360 0,13850 0,13470 0,14237 
E 0,16820 0,14720 0,14340 0,14910 0,14610 0,14440 0,14480 0,14690 0,14750 0,15840 0,13900 0,13950 0,15422 
F 0,13990 0,13730 0,14180 0,14050 0,15430 0,14990 0,15550 0,15480 0,14900 0,15000 0,14900 0,15110 0,15350 
G 0,15780 0,12390 0,14750 0,14480 0,15600 0,14270 0,14930 0,14350 0,14690 0,14700 0,49330 0,15630 0,14720 

















subtilis C. albicans 
S. 
pyogenes A. niger 
A 0,04350 0,04330 0,04390 0,04230 0,04290 0,04320 0,04290 0,04290 0,04300 0,04330 0,04200 0,04370 0,04400 
B 0,04400 0,04460 0,04470 0,04290 0,04380 0,04400 0,05070 0,04480 0,04460 0,04560 0,04380 0,04460 0,04702 
C 0,04370 0,04350 0,04530 0,04400 0,04560 0,04410 0,04530 0,04430 0,04490 0,04400 0,04560 0,04570 0,04770 
D 0,04560 0,04690 0,04540 0,04530 0,04560 0,04510 0,04640 0,04520 0,04620 0,04620 0,04520 0,04590 0,04783 
E 0,07900 0,05150 0,04750 0,04840 0,04600 0,04550 0,04620 0,04840 0,04780 0,04860 0,04460 0,04680 0,04838 
F 0,04860 0,04590 0,04660 0,04730 0,05330 0,04610 0,04880 0,04640 0,04860 0,04800 0,04630 0,04630 0,04865 
G 0,06790 0,04470 0,04690 0,04700 0,05780 0,04640 0,04630 0,04800 0,04660 0,05490 0,35360 0,05490 0,04745 




9.3 Mnogokratniki MIC, uporabljeni pri krivulji odmiranja 
Tabela 15: Mnogokratniki MIC za posamezni kis in ocetno kislino, uporabljeni pri krivulji odmiranja 






























Micrococcus luteus ATCC 
4698 
0,070 % 7,2 % 102,9 0,042 % 4,00 % 95,2 0,000 % 3,20 % 
 




0,175 % 7,2 % 41,1 0,168 % 4,00 % 23,8 0,140 % 3,20 % 22,9 0,080 % 16,00 % 200 
Salmonella enteritidis 
CCM 7933 
0,280 % 7,2 % 25,7 0,280 % 4,00 % 14,3 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Escherichia coli ATCC 
35218 
0,280 % 7,2 % 25,7 0,394 % 4,00 % 10,2 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 
0,175 % 7,2 % 41,1 0,252 % 4,00 % 15,9 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Bacillus cereus CCM 
2010T 
0,280 % 7,2 % 25,7 0,252 % 4,00 % 159 0,140 % 3,20 % 22,9 0,160 % 16,00 % 100 
Citrobacter freundii 
ATCC 43664 
0,210 % 7,2 % 34,3 0,224 % 4,00 % 17,9 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Enterobacter aerogenes 
ATCC 13049 
0,280 % 7,2 % 25,7 0,394 % 4,00 % 10,2 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Klebsiella pneumoniae 
ATCC 700603 
0,175 % 7,2 % 41,1 0,280 % 4,00 % 14,3 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Bacillus subtilis ATCC 
6633 
0,140 % 7,2 % 51,4 0,187 % 4,00 % 21,4 0,187 % 3,20 % 17,1 0,160 % 16,00 % 100 
Candida albicans IMI 0,280 % 7,2 % 25,7 0,233 % 4,00 % 17,1 0,280 % 3,20 % 11,4 0,160 % 16,00 % 100 
Streptococcus pyogenes 
CCM 7418 
0,000 % 7,2 % 
 
0,163 % 4,00 % 24,5 0,047 % 3,20 % 68,6 0,000 % 16,000 % 
 
Aspergillus niger IMI 0,000 % 7,2 % 
 
0,088 % 4,00 % 45,7 0,105 % 3,20 % 30,5 0,160 % 16,000 % 100 
 
